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SIMGELER VE KISALTMALAR

°C: Santigrat Derece

Kg: Mikrogram

pl: Mikrolitre

pUM: Mikromolar

2D: 2 Boyutlu

AIF: Apoptozis indukleyici faktor

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

AIDS: Acquired Immune Deficiency Syndrome

AKT: Serin/Treonin Protein Kinaz, protein kinaz B

ALA: Alfa Lipoik Asit

AMP: Adenosin Monofosfat

AMPK: 5°’AMP ile Aktive Olan Protein Kinaz
Annexin-V-FITC/Pl: Annexin-V-Floresanin Izotiyosiyanat / Propidyum Iyodiir
ARIDI1A: AT Bakimindan Zengin, Etkilesim Alan1 Iceren 1A
ATP: Adenosin Trifosfat

BSA: Bovine Serum Albumin

Bl: Biological Industries

Bax: Bcl-2-associated X protein

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

Bcl-xL: B-cell lymphoma-extra large

BT: Bilgisayarli Tomografi

CA 125: serum kanser antijeni 125

CA 19-9: serum kanser antijeni 19-9

Ca*2 Kalsiyum iyonu

CCNEZ1: Cyclin E1

cDNA: Komplementer (Tamamlayici) Deoksiribo Niikleik Asit
CDK: Cyclin-dependent kinase

CEA: Serum karsinoembriyonik antijen

CKT: cytokeratin 7

CKZ20: cytokeratin 20
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CTNNBL1: Catenin Beta-1

cm: Santimetre

CO»: Karbondioksit

Cq: quantification cycles

dk: Dakika

DAB: 3,3’-Diaminobenzidine

DEPTOR: DEP Domain Containing MTOR Interacting Protein
DMSOQO: Dimetil Stlfoksit

DNA: Deoksiribo Nukleik Asit

4E-BP1: 4E binding protein 1

dUTP: 2'-deoxyuridine 5'-triphosphate

EGFR: epidermal blylme faktori reseptori
elF4E: okaryotik translasyon baglatma faktorii 4E
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EMT: Epitelden mezenkime gecis

EOK: Epitelyal Over Kanseri

ER: Ostrojen Reseptori

ERBB2: Erb-B2 Reseptoru Tirozin Kinaz 2
ERK: extracellular signal-regulated kinase

FBS: Fotal Bovin Serum

FDA: ABD Gida ve Ilag Dairesi

FIGO: Uluslararas1 Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu
FSH: Folikil Stimile Edici Hormon

GAPDH: Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrojenaz
Grb2: Growth Factor Receptor Bound Protein 2
GSH: indirgenmis glutatyon

GSH-Px: glutatyon peroksidaz

GSK3p: Glikojen Sentaz Kinaz 3-Beta
GSSG:okside glutatyon

HER-2 / Neu: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 /c-erbB-2
HIPEC: Isitilmis intraperitoneal kemoterapi

HNPCC: hereditary nonpolyposis colorectal cancer, Lynch sendromu



HPV: Insan papilloma viriisii

HRP enzyme: horseradish peroxidase enzyme
ICso (LDso) : the half maximal inhibitory concentration-Letal Doz 50
kDa: kilo Dalton

KGDG: a- keto gluterat dehidrogenaz

KRAS: Kirsten Rat Sarcoma Virus

KT: Kemoterapi

L: Litre

LH: Luteinize Edici Hormon

Lig.: Ligamentum

MAPK: Mitogen-activated protein kinase
Mcl-1: Myeloid cell leukemia-1

MDR: multidrug resistance mutation

ml: Mililitre

mLST8: mammalian lethal with SEC13 protein 8
mM: Milimolar

MMP: Matriks metalloproteinaz

MRG: Manyetik Rezonans Gorlntuleme
MRNA: Mesajc1 Ribo Niikleik Asit

MLH-1: MutL Homologl

MOSEC: Mouse ovarian surface epithelial cells
MSH-2: MutS Homolog?2

mTOR: Mammalian Target of Rapamycin
mMTORC1/2: Mammalian Target of Rapamycin Complex 1/2
NF1: Neurofibromatosis type 1

NF-kB: nuclear factor kappa B

ng: Nanogram

nm: Nanometre

nM: Nanomolar

Oct-4: Octamer-binding transcription factor 4
OD: Absorbans Degerleri

OSI: oksidatif stres indeksi



PAX8: Paired Box Gene 8

p53, TP53: Timor Protein 53

p-AKT: phosphorylated Akt

p-FOXO1: phosphorylated forkhead box O1

p-mTOR: phosphorylated mammalian target of rapamycin
PARPI: Poli ADP-riboz polimeraz inhibitori

PS: fosfatidil serin

PBS: Phosphate buffered saline

PDG: Piruvat dehidrojenaz

PDKI: fosfoinositide bagimli protein kinaz-1

PI: Fosfatidilinositol

PIP2: fosfatidilinositol bifosfat (4,5)

PIP3: fosfatidilinositol trifosfat (3,4,5)

P13K: Phosphatidylinositol-3-kinase

PIK3CA: Fosfatidilinositol-4,5-Bisfosfat 3-Kinaz Katalitik Alt Birim Alfa
PLCy1: fosfolipaz C Gamma 1

pM: Pikomolar

pmol: Pikomol

PPP2R1A: Protein Phosphatase 2, Regulatory Subunit A
PR: Progesteron Reseptoru

PTEN: phosphatase and tensin homolog

PTP1B: protein tyrosine phosphatase 1B

Raptor: regulatory associated protein of mTOR

Rb 1: Retinoblastoma 1

RICTOR: RPTOR independent companion of MTOR
RNA: Ribo Nikleik Asit

ROS: Reaktif Oksijen Turleri

RPM: Dakikadaki Devir Sayisi

RPMI: Roskuyucuklu Park Memorail Institute

RT: Revers Transkriptaz Enzimi

RT-PCR: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SHP2: Src homology-2 domain-containing protein tyrosine phosphatase-2
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SIN 1: Mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1
sn: Saniye

sp: Sapma

std: Standart

STIC: Seroz tubal intraepitelyal karsinom

TAS: Total Antioxidant Status

TOS: Total Oxidant Status

TCA: Trikarboksilik asit dongus

TdT: terminal deoxynucleotidyl transferase

TGF-B: Doniistiiriicti biiylime faktorii B

TNF: Timor Nekroz Faktor

TKR: Tirozin kinaz reseptor

TRPAZL: transient receptor potential-TRP ankyrin 1

TSC 1/2: tuberous sclerosis complex 1/2

TUNEL.: terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
U: Universal Unite

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktori

ZEB 1: Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1

ZP3: Zona pellucida sperm-binding protein 3

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

WT 1: Wilms’ tumor 1

WTp53: wild type p53
XTT:2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl) 2H-Tetrazolium-5-

Carboxanilide
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OZET

OVCAR-3 OVARIAN ADENOKARSINOMA HUCRE
HATTINDA SiSPLATIN, PAKLITAKSEL ILE ALFA LiPOIK
ASIT ANTIOKSIDAN BIiLESiGIN TEKLi VEYA
KOMBINASYONLAR SEKLINDE UYGULANMASININ ANTI-
KANSER ETKILERI

Dr. Hatice Siyzen COBAN

Over kanseri diinya c¢apinda jinekolojik kanser 6limlerinin 6nde gelen
nedenidir.

Over kanseri i¢in mevcut standartlastirilmis tedavi, optimal sitorediiktif
cerrahiyle birlikte paklitaksel ve platin bazli kemoterapidir (KT). Sisplatin, paklitaksel
gibi over kanserinde en sik kullanilan kemoterapi ajanlarina karsi gelisen direng ve
yan etkiler bu tedavi protokollerinde karsimiza ¢ikan zorluklardir. Bu sorunlari
azaltmak icin toksik olmayan ve bu ilaglara alternatif / benzer yollarda ¢alisan, bdylece
over kanserinde ek tedavi segenekleri sunan yeni ilaglarin arastiritlmasi énemlidir. Bu
yeni ajanlardan biri de dogal bir antioksidan olan alfa lipoik asit (ALA) tir. Cesitli
kanser tirlerinde tedaviye ek olarak verilen ALA reaktif oksijen tirlerini (ROS)
temizleme ve endojen antioksidanlar1 yenileme yetenegi sayesinde hiicresel biiylimede
onemli bir rol oynar.

Bu projede OVCAR-3 insan ovarian adenokarsinoma hiicre hattinda sisplatin,
paklitaksel kemoterapotik ajanlart ile ALA antioksidan bilesiginin tekli veya
kombinasyonlar seklinde uygulamanin etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamizda OVCAR-3 insan ovarian adenokarsinom hiicre hatti kullanildi.
Hiicre canliligina olan etkilerini, 1Cg (the half maximal inhibitory concentration)
dozlarim1  XTT [2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl) 2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide] testi ile degerlendirdik. XTT testi ile ICsq dozlar1 bulundu ve gruplar
olusturuldu. Dozlara gore grup isimleri su sekildedir; kontrol, ALA 1Csg, Sisplatin
ICso+Paklitaksel 1Csy, ALA ICso+Sisplatin ICsy+Paklitaksel 1Csy. Apoptoz, hicre
dongusi, PI3K (Fosfatidilinositol-3-kinaz)-AKT (Serin/Treonin kinaz, protein kinaz

B) yolagi ve tiimor hiicresi adezyonlariyla iliskili genlerin ekspresyonlar1 Gergek
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Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time-PCR, RT-PCR) ile degerlendirildi.
p-AKT (phosphorylated Akt), p-mTOR (phosphorylated mammalian target of
rapamycin), p-FOXO1 (phosphorylated forkhead box O1) ve MAPK (Mitogen-
activated protein kinase) protein seviyeleri ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) yontemiyle incelendi. Yara iyilesme deneyi (wound healing deneyi), matrigel
invazyon testi ve koloni olusum deneyleri yapildi. Total oksidan ve total antioksidan
duzeyleri TAS (Total Antioxidant Status) ve TOS (Total Oxidant Status) deneyleriyle
degerlendirip bu sonuclara bagl olarak; TOS'un TAS'a bolinmesiyle oksidatif stres
indeksi (OSI) degerleri hesaplandi. Apoptoz Annexin V ve TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP [2'-deoxyuridine 5'-triphosphate] nick end
labeling) yontemleri ile incelendi. Boylece ALA’nin sisplatin ve paklitaksel ile olas1
terapotik etkinliklerini in vitro kosullarda ortaya koymay: amagladik.

ALA, sisplatin, paklitaksel ICso degerleri XTT testi ile 48. saatte sirasiyla 83.1
uM (mikromolar), 10.6 uM, 19 nM (nanomolar) olarak tespit edildi. RT-PCR
sonuglarina gore maddelerin ve kombinasyon uygulamalarinin apoptoz, hiicre
dongust, PI3K-AKT yolagi ve tiimor hiicresi adezyonlariyla iliskili genlerin
ekspresyonlar1 Uzerine etkileri oldugu saptandi. ALA’nin hem tek basina hem de
ALA+sisplatin+paklitaksel ile ¢li doz grubunda PI3K-AKT yolagint baskiladigi
tespit edildi.

ELISA yonteminden elde edilen sonuclara gore p-AKT, p-mTOR protein
seviyelerinde en belirgin azalma sisplatin+paklitaksel grubunda, p-FOXO1 ve MAPK
protein seviyelerinde ise ALA+sisplatin+paklitaksel Ucli doz grubunda azalma
belirlendi. Koloni formasyon testi, Matrigel invazyon testi ve yara iyilesme (Wound
healing) deneylerinde en etkili kombinasyonun sisplatin+paklitaksel oldugu
saptandi. TAS, TOS deneylerinden elde ettigimiz OSI degerlendirmesinde
ALA+sisplatin+paklitaksel G¢li doz uygulanan grupta artis gézlendi. Annexin V ile
apoptoz tespiti deneyinde ALA, sisplatin ve paklitaksel ile kombinasyonlarinda
apoptozu kontrol grubuna oranla belirgin sekilde artirdi; fakat en yiksek artig yine
sisplatin+paklitaksel doz grubunda gozlendi. TUNEL ile apoptoz degerlendirmesinde
ise apoptotik hiicreler en fazla sisplatin+paklitaksel uygulanan grupta bulundu.

Calismamizin sonuglarina gére ALA proliferasyon, hiicre dongusi, PI3K -AKT

yolagi, timor hiicresi adezyonu, invazyon, migrasyon, apoptoz ve oksidatif stres ile

XVII



ilgili sinyal yollarinin ¢ogunda bircok basamagi etkiledi, fakat OVCAR-3 hucrelerinde
bekledigimiz gibi sisplatin-paklitaksel ikilisinin etkinligini artirmadi. ALA'nin anti-
kanser etki mekanizmalarinin daha iyi anlasilabilmesi icin hem in vivo hem de in vitro

arastirmalara gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: OVCAR-3, alfa lipoik asit, sisplatin, paklitaksel, over

kanseri
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SUMMARY

Anti-cancer effects of the administration of cisplatin, paclitaxel and
alpha lipoic acid antioxidant compound singly or in combination in
OVCAR-3 ovarian adenocarcinoma cell line

Dr. Hatice Siyzen COBAN

Ovarian cancer is the leading cause of gynecological cancer deaths worldwide.
The current standardized treatment for ovarian cancer is paclitaxel and platinum-based
chemotherapy (KT) with optimal cytoreductive surgery. Resistance and side effects to
the most commonly used chemotherapy agents in ovarian cancer, such as cisplatin and
paclitaxel, are the difficulties encountered in these treatment protocols. In order to
reduce these problems, it is important to search for new drugs that are non-toxic and
work in alternative/similar ways to these drugs, thus offering additional treatment
options in ovarian cancer. One of these new agents is alpha lipoic acid (ALA), a natural
antioxidant. ALA, which is given as an adjunct to treatment in various types of cancer,
plays an important role in cellular growth with its ability to scavenge reactive oxygen
species (ROS) and regenerate endogenous antioxidants.

In this project, it was aimed to investigate the effects of the application of
cisplatin, paclitaxel chemotherapeutic agents and ALA antioxidant compound alone
or in combination in the OVCAR-3 human ovarian adenocarcinoma cell line.

OVCAR-3 human ovarian adenocarcinoma cell line was used in our study. We
evaluated the effects on cell viability, IC50 (the half maximal inhibitory concentration)
doses with XTT [2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl) 2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide] assay. ICs, doses were found by XTT test and groups were formed.
The group names according to the doses are as follows; control, ALA ICsg, Cisplatin
ICsotPaclitaxel 1Csq, ALA IC5o+ Cisplatin 1Cso+Paclitaxel I1Csy. Expressions of genes
associated with apoptosis, cell cycle, PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase)-AKT
(Serine/Threonine kinase, protein kinase B) pathway and tumor cell adhesions were
evaluated by Real-Time Polymerase Chain Reaction (Real-Time PCR, RT-PCR). p-
AKT (phosphorylated Akt), p-mTOR (phosphorylated mammalian target of
rapamycin), p-FOXO1 (phosphorylated forkhead box O1) and MAPK (Mitogen-

activated protein kinase) protein levels were analyzed by ELISA (Enzyme-Linked
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Immunosorbent Assay) method. Wound healing experiment (wound healing
experiment), matrigel invasion test and colony formation experiments were performed.
Total oxidant and total antioxidant levels were evaluated with TAS (Total Antioxidant
Status) and TOS (Total Oxidant Status) tests, and oxidative stress index (OSI) values
were calculated based on TAS and TOS results and by dividing TOS by TAS.
Apoptosis was investigated by Annexin V and TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling) methods. Thus, we aimed to reveal the possible
therapeutic efficacy of ALA with cisplatin and paclitaxel in vitro.

The IC50 values of ALA, cisplatin, and paclitaxel were determined as 83.1 uM
(micromolar), 10.6 uM, and 19 nM (nanomolar) at 48th hour by XTT test, respectively.
According to the RT-PCR results, it was determined that the substances and
combination applications had effects on the expression of genes related to apoptosis,
cell cycle, PIBK-AKT pathway and tumor cell adhesions. It was determined that ALA
suppressed the PIBK-AKT pathway both alone and in the triple dose group with
ALA+cisplatin+paclitaxel.

According to the results obtained from the ELISA method, the most significant
decrease in p-AKT, p-mTOR protein levels was found in the cisplatin+paclitaxel
group, while p-FOXO1 and MAPK protein levels were determined in the triple dose
group of ALA+cisplatin+paclitaxel. In the colony formation test, Matrigel invasion
test and Wound healing tests, it was determined that the most effective combination
was cisplatin+paclitaxel. In the OSI evaluation we obtained in TAS and TOS
experiments, an increase was observed in the group that received triple dose of
ALA+cisplatin+paclitaxel. In the apoptosis detection experiment with Annexin V,
combinations of ALA with cisplatin and paclitaxel significantly increased apoptosis
compared to the control group; however, the highest increase was observed in the
cisplatin+paclitaxel dose group. In the evaluation of apoptosis with TUNEL, apoptotic
cells were found the most in the cisplatin+paclitaxel group.

According to the results of our study, ALA affected many steps in many of the
signaling pathways related to proliferation, cell cycle, PI3K-AKT pathway, tumor cell
adhesion, invasion, migration, apoptosis and oxidative stress, but did not increase the

efficiency of the cisplatin-paclitaxel couple in OVCAR-3 cells as we expected. Both
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in vivo and in vitro studies are needed to better understand the anti-cancer action

mechanisms of ALA.

Keywords: Key words: OVCAR-3, alpha lipoic acid, cisplatin, paclitaxel,

ovarian cancer
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GIRIS

Over kanseri diinya ¢apinda en yaygin gortlen ti¢uinct jinekolojik malignitedir
ancak; bu kanserler arasinda asemptomatik seyretmesi, ge¢ tan1 koyulmasi ve niiks
etmesi sebebiyle en yiiksek 6liim oranimna sahiptir (1-3). Tam aldiginda genellikle
omentum tutulumu ile yaygin malign asit ve intraperitoneal metastazla birliktedir (2,
4). Mevcut verilere gore over kanseri geleneksel KT’lere de direng gelistirebilmektedir
ve bu da niikse katkida bulunur (2, 5).

Primer over tiimorlerinin yaklasik %901 epitelyal kokenlidir ve morfolojik
olarak heterojen yapiya sahiptir (6). Temel olarak, farkli prognozla seyreden bes
epitelyal over kanseri (EOK) alt tipi bulunur: yiiksek dereceli seréz (%80), diisikk
dereceli ser6z (%7), berrak hucreli (%5), endometrioid (%5) ve misindz (%3) (6).
EOK ile iligkili mutasyonlar ve molekiiler degisiklikler bu histolojik alt tiplere gore
farklilik gosterir (6). Histolojik alt tipler ile siniflandirma prognostik dneme sahiptir
(7).

Genetik olarak bakildiginda meme kanserine yatkinlik genleri olan BRCA1 ve
BRCA2, kalitsal EOK'nin %65-75'"inde yer alan genler olarak tanimlanmistir (8).
BRCA1 ve BRCA2'deki bu mutasyonlar blyuk oranda yiksek dereceli serdz EOK alt
tipi ile iliskilidir (8). Otozomal dominant kalitilan Lynch sendromu da kalitsal
EOK'nin %10-15"ini olusturur ve tipik olarak endometrioid veya seffaf hiicreli alt
tiplerle iliskilidir (8-11). Diger iliskili genetik sendromlar, Peutz-Jegher ve Gorlin
sendromu gibi nadir goriilen hastaliklardir (8, 12).

EOK i¢in risk faktorleri arasinda yasam boyu ovulasyon sayisini artiran
durumlar (erken menars yasi, nulliparite, menopozda geg yas), aile dykisu, sigara
kullanimy, 1yi huylu jinekolojik durumlar (endometriozis, polikistik over sendromu ve
pelvik inflamatuar hastalik) ve perineal talk pudrasi kullanimi1 bulunmaktadir (8, 13).

Over kanseri igin spesifik etiyoloji hala bilinmemektedir ve bu kanserler ileri
asamalarda ortaya c¢ikma egiliminde oldugundan gelisimin altinda yatan erken
molekdler olaylar bilinmemektedir.

Mevcut standartlastirilmis tedavi, optimal sitorediiktif cerrahiyle birlikte
paklitaksel ve platin bazli KT dir (14).

Ancak KT’ye direngli hastaliklarin gelismesiyle birlikte bu tedavi rejimlerinin

duyarliligi azalmistir (15). Bu nedenle, over kanseri i¢in uzun vadeli sagkalim orani
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azalmis ve birlikte niiks oran1 artmistir (15). Bu sorunlar1 azaltmak igin toksik olmayan
ve bu ilaglara alternatif / benzer yollarda ¢alisan, bdylece over kanserinde ek tedavi
secenekleri sunan yeni ilaglarin arastirilmasi 6énemlidir. Bu yeni ajanlardan biri de
dogal bir antioksidan olan alfa lipoik asit (ALA) tir.

ALA insanlar, bitkiler ve hayvanlar tarafindan kiigiik miktarlarda sentezlenen
dogal antioksidan lipofilik bir bilesiktir (16). TCA’da yer alan mitokondriyal enzimler
(6rnegin; pirtivat dehidrogenaz, suksinat dehidrogenaz) icin temel bir kofaktordur (16,
17). Dihidrolipoik asit olarak bilinen indirgenmis ALA formu, ROS ile etkilesime
giren baskin formudur (16, 18).

ALA'nin baz1 non-tiimoral patolojilerde yararli etkileri tanimlanmustir (16, 19).
Diabetes mellitus, hipertansiyon, Alzheimer, Down sendromu, biligsel islev bozuklugu
gibi birgok hastalik durumunun ve basta meme kanseri olmak lizere bazi kanser
tirlerinin tedavisinde kullanilmistir (20, 21). ALA'nin antioksidan etkisi, ROS’u
temizleme ve endojen antioksidanlari yenileme yetenegi sayesinde hticresel blytmede
onemli bir rol oynar (20). ALA'min kanserli hiicreler tarafindan biriken yiiksek
oksidatif stresi azaltmak icin de apoptoza ve hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna
yol a¢tig1 one siiriilmektedir (20).

Bu projede ALA’nin over kanserinde en sik kullanilan KT ajanlarindan olan
sisplatin ve paklitaksel ile kombinasyonunun etkilerini incelemeyi hedefledik. Over
kanserinin bu ilaglara kemosensitivitesini arttirarak, mevcut etkinliginden 6diin
vermeden daha diisiik dozlarda uygulanabilirligini gostermeyi amagladik.

Calismamizda over kanserinin en sik goriilen tipi epitelyal alt tipinden bir
hiicre hatti1 olan; OVCAR-3 insan ovarian adenokarsinoma hiicre hattin1 kullandik.
Sisplatin, paklitaksel KT ajanlari ile ALA antioksidan bilesiginin tekli veya
kombinasyonlar seklinde uygulanmasinin anti-kanser etkileri iki boyutlu (2D)
monolayer hiicre kiiltiirleri yapilarak:

XTT testi (Hiicre Canlilig1 Testi), Real-Time PCR, ELISA, matrigel invazyon, koloni
olusturma, yara iyilesme-migrasyon deneyi (Wound healing-scratch assay), TOS, TAS

ve OSI seviye olgtmleri, Annexin V ve TUNEL deneyleri ile degerlendirildi.



GENEL BIiLGILER

OVER ANATOMISI

Overler, uterusun iki yaninda, pelvik kavitenin yan yiizlerinde yerlesmis badem
seklindeki intraperitoneal organlardir. Ligamentum (lig.) latum’un mesovarium’u ile
astlmis halde pelvis yan duvarlarina yakin yerlesmislerdir. Overler embriyolojik
hayatta batin igerisinde yukarida, bobrek hizasinda bulunurken gelisim siirecinde
asagiya dogru yer degistirerek minor pelvis lateral duvarinda bulunan fossa ovarika
ad1 verilen anatomik yerine go¢ ederler. Overlerin ortalama boyutu; uzunlugu 3
santimetre (cm), genisligi 1,5 cm ve kalinligi 1 ecm’dir. Fossa ovarika’nin 6n tarafinda
komsulugunda; medial umblikal ligament arka tarafinda komsulugunda ise iireter ve
internal iliak arter bulunur (22).

Puberte Oncesinde, overlerin yiizeyi tek katli kiiboidal hiicrelerden olusan
diizgiin bir tabaka ile Ortiilmiistiir; bu tabaka overlere mat, grimsi bir goriinim
kazandirir. Puberte sonrast ovarian follikiillerin yirtilmast ve ovulasyon sonucunda
overlerin yiizeyi gittikce daha girintili ¢ikintili hale gelir. Bu nedenle ovulasyonu
inhibe eden oral kontraseptifleri kullanan kadinlarda overlerin iizerinde skar doku
olusumu daha azdir (23).

Overlerin dengede durmasini saglayan 3 adet bag vardir. Bunlar; lig. ovarii
proprium, lig. suspansorium ovarii ve mesovarium’dur. Overlerin distal ucu lig.
suspensorium ovarii ile pelvis yan duvarina baglanmistir. Bu ligamentin i¢inden
overlerin damarlari, lenfatikleri ve sinirleri gecer. Ve bu ligament, lig. latum’un
mesovarium kisminin lateral boliimiinii olusturur. Overler ayrica mesovarium iginde
uzanan lig. ovarii proprium ile uterusa tutunur. Bu ligament de fetustaki gubernaculum
ovari’nin en Ust parcasinin kalintisidir. Overler cavitas peritonealis i¢inde asili
durdugundan ve ylizeyi periton ile kapli olmadigindan ovulasyon ile atilan oosit
periton bosluguna diiser. Ancak tuba uterinanin fimbrialar1 tarafindan genellikle
yakalandigindan intraperitoneal yasami kisa siirer ve ampullaya dogru tasinir, burada
fertilize olabilir (23).

Overleri besleyen ana arter aorta abdominalis’ten ayrilan arteria ovarica’dir.
2.lumbal vertebra diizeyinde abdominal aortadan ¢ikarak posterior abdominal duvar

boyunca ilerleyerek pelvise girerler. Pelvik girim diizeyinde linea terminalis hizasinda



eksternal iliak arteri ve veni ¢aprazlar ve lig. suspensorium ovarii igerisine girer.
Mezovaryum araciligi ile ovaryuma dallar gonderdikten sonra lig. latum iginde medial
olarak ilerleyerek tuba uterinayi da besler (23).

Overlerin vendz kanin1 drene eden venler lig. latum icerisinde over ve tuba
uterina’larin yakininda plexus pampiniformis’i meydana getirirler. Ovaryan arter ile
seyrederek pelvis minori terk eder. Vena ovarica dextra, vena cava inferior’a agilir;
vena ovarica sinistra ise vena renalis sinistra’ya dokiiliir (23).

Overlerin lenfatik damarlar1 vaskiiler yapilar ile ilerler ve paraaortik lenf
nodlarina agilirlar (23).

Overlerin sinirsel innervasyonu plexus ovaricus’tan gelen dallar aracigr ile
gerceklesir. Overlerden gelen afferent lifler T1o ve T11 spinal sinirden gecerek medulla

spinalis’e girer (23).

OVER EMBRIYOLOJISI

Embriyonun cinsiyeti, genetik acidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olmasina ragmen gonadlar gelisimin 7. haftasina kadar erkege veya disiye ait
morfolojik Ozellikleri gostermezler; dolayisiyla her iki cinste de birbirine benzerler
(24). Gonadlar (testisler ve overler) posterior abdominal duvari déseyen mezotel
(mezodermal epitel), altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu), primordiyal germ
hiicreleri olmak lizere ii¢ kaynaktan koken alirlar (25).

Gonadal gelisim ilk olarak 5. haftada mezonefrozun medialinde, mezotelde bir
kalinlagsma olarak meydana gelir (25).

Gonadlar ortaya bir ¢ift uzunlamasina genital veya gonadal sirt seklinde epitel
proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagsmasiyla meydana gelirler. Gelisimin
6. Haftasina kadar genital sirtlar i¢erisinde germ hiicreleri bulunmaz (25).

Primordiyal germ hiicreleri epiblasttan kdken alir ve primitif ¢izgi boyunca gog
ederek 3. haftada yolk kesesinin allontoise yakin duvarindaki endoderm hiicrelerinin
arasina yerlesirler. Ameboid hareketlerle ilerleyerek 4. haftada sonbarsagin
mezenterinin dorsali boyunca ilerler ve 5.hafta basinda primitif gonadlara ulasirlar.
6.haftada da gonadal sirtlara yerlesmeye baslarlar. Eger bu sekilde gonadal sirtlara
ulagamazlarsa gonadlar gelisemez. Gonadlarin over veya testise farklilasmalari

uzerinde primordiyal germ hicrelerinin indiikleyici etkileri vardir (25).

4



Primordiyal germ hucrelerinin primitif gonadlara ulagsmalari ile gonadal sirttaki
epitel hiicreleri prolifere olurlar ve alttaki mezensime gomiiliirler ve primitif cinsiyet
kordonlar1 denilen diizensiz kordonlar1 olustururlar. Bu evrede hem erkek hem de disi
embriyolarda bu kordonlar yiizey epiteline baglhdir; erkek veya disi gonadlar olarak
ayirt edilebilmeleri miimkiin degildir. Bu sebeple bu asamada farklanmamis gonad
denir. Eger seks kromozom kompleksi XX ise farklanmamis gonadin korteksi overe
diferansiye olur ve medullas1 geriler (25).

XX cinsiyet kromozomlarina sahip disi embriyoda, primitif cinsiyet kordonlari,
primitif germ hiicresi gruplari iceren diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir. Bu hiicre
kiimeleri daha cok overin meduller bolgesinde yerlesmislerdir; bir siire sonra
kaybolarak yerlerini vaskiiler bir stromaya (ovarian medulla) birakirlar (24).

Disi gonadin ylizey epiteli prolifere olmaya devam eder ve bu epitelden 7.
haftada kortikal kordonlar ad: verilen ikinci nesil kordonlar gelisir. Ugiincii ayda bu
kiimelerdeki hucreler prolifere olmaya devam eder ve follikiler hicreler denilen bir
epitel hiicresi tabakasi her oogoniumun etrafini sarar. Bdylece oogoniumlar ve
etrafindaki follikiiler hiicreler primordial follikiilii meydana getirirler (24).

Oogoniumlarin mitotik aktivitesi gelecekteki over rezervinin ne kadar olacagini
belirler ¢ilinkii yaklasik 28. haftada sona eren mitoz donemi ve es zamanli baglayan
atreziyle germ hiicre sayisi diismeye baslar (26). Postnatal donemde de overlerde
oogonium meydana gelmez (25). Fetal hayatta 6 milyona kadar ulasan oogoniumlar
yenidoganda 1 milyon, pubertede 300-400 bin kadar kalir.

Gebeligin 3. ayindan baglayarak oogoniumlar birinci mayoz boéliinmenin profaz
evresine girmeye baglar ancak yaklasik 16. haftada boliinme diploten evresinde durur
ve puberteye kadar da mayoz boliinmenin diger evrelerine ilerlemez. Embriyonik
yasamin 7. ayina dogru oogoniumlarin ¢ogu hacimce biiyiir ve primer oosite doniisir.
Tek katl1 yass1 pregraniiloza epitel hiicreleri ile ¢evrelenmis yap1 primordial follikiil
olarak adlandirilir ve igerdigi oosit 46 kromozomludur. Puberteyle overde ovulatuar
sikluslar baglar ve kortekste yiizey epitelinin hemen altinda yerlesen primer oositlerin
bir ya da birka¢i ovulasyon igin segilir ve mayoz boliinmenin diger asamalari
gerceklesir. Bu mayoz boliinme oositlerde ancak dollenme gergeklestikten sonra

tamamlanir (26).



OVER HISTOLOJiSI

Ovaryum dista folikiillerin yer aldig1 korteks, i¢cte cok miktarda kan damari, lenf
damar ve sinir lifi igeren gevsek bir bag dokusu olan medulladan olusur. Medulla
folikil icermez. Kortekste puberte oncesi sadece primordiyal foliktller goruldr,
puberte sonrast primer, sekonder ve tersiyer folikiiller izlenir. Seksiiel olgunluk
déneminde burada folikiillerin diginda folikiillerin degisimi ile olusan korpus luteum,
korpus albikans ve atretik folikiller de bulunur (Sekil 1) (27).

B) A\ 2 k. el AN . % [ 00w ]

Sekil 1. A) Over dokusunun genel gorinimi, B) Kortekste primordiyal, primer
folikdiller (oklar). Hematoksilen&eozin X40, X200
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Ovaryum yiizeyi germinal epitel adin1 verdigimiz tek kath kiibik, yer yer tek
katli yasst epitel ile kaplidir. Yiizey epiteline germinal epitel denilmesinin sebebi
embriyonik gelisim slrecinde germ hiicrelerinin  kokenini  olusturdugunu
diistiniilmesiydi. Giiniimiizde ise primordiyal germ hiicrelerinin kokeninin
ekstragonadal yani vitellus kesesi duvarindan kaynakli oldugu belirtilmektedir. Ancak
son yillarda yapilan bir¢ok arastirmada deney hayvanlar1 ve insanlarin germinal
epitelinden oosit gelistirmenin basarilmast bu tartismayr tekrardan giindeme
getirmistir (27).

Germinal epitelin altinda, tunika albuginea olarak isimlendirilen ovaryuma
beyazimsi rengini veren siki bir bag dokusu tabakasi bulunur. Tunika albugineanin
altinda oositleri igeren ovaryum folikiillerinin bulundugu korteks kismi yer alir.
Folikiiller bu kortikal bolgenin bag dokusu stromasi iginde gémuludir. En i¢ kisimda
da gevsek bag dokusundan zengin bir damar yatagi igeren medullasi yer alir (26, 27).

Folikilogenez primordiyal folikulden ovulasyona gidecek olan tersiyer folikdl
olusumuna kadar gergeklesen olaylari igeren gelisim doénemidir. Histolojik olarak
degerlendirdigimizde genel olarak kabaca {i¢ tip folikiil tanimlanmistir; primordiyal
folikiil, gelismekte olan folikiil ve olgun folikiil. Gelismekte olan folikiiller, primer ve
sekonder folikillerdir. Bu donemde folikiil ¢api artar, hiicresel 6zellikler degisir (26).
Primordiyal folikiillerde yer alan primer oosit, 1.mayoz boliinmeye baslamis profaz
evresindedir (27). Tersiyer folikilde ovulasyona 6-12 saat kala 1.mayozu
tamamlayarak 2.mayoza girer. Bu donemde artik sekonder oosit adin1 alir. Sekonder
oositin bolunmesi de ovulasyona 2-3 saat kala metafazda duraklar. Bu nedenle
ovulasyonda atilan oosit sekonder oosittir. Eger fertilizasyon gerceklesmezse oositler
mayoz bolinmeyi tamamlayamaz (27).

Primordiyal folikillerin yassi hiicreleri 6nce kiibik sonra prizmatik hiicrelere
dontstiigiinde artik primer folikiil admi alir. Folikiil gelisirken oosit ve folikiil
hiicreleri glikoproteinler ve glikozaminoglikanlar salgilar; bu alan oosit ve folikiil
hiicreleri arasinda sinir olusturur. Periyodik asit schiff (PAS) ile pozitif boyanan bu
bolge zona pellusida olarak adlandirilir. Bu tabaka ayrica spermiyum reseptorleri
icerir. Spermiyumlar glikoprotein yapisinda olan bu reseptorlerden zona pellucida
sperm-binding protein 3 (ZP-3) reseptorlerine tutunurlar (27).



Folikiil hiicreleri ¢ogalmaya devam eder ve ¢ok katli folikiil epitelini ya da
graniiloza tabakasini olustururken buradaki hiicreler gap junctionlar araciligryla
iletisim kurarlar. Bu asamada folikiil ¢ok katli (multilaminar) birincil folikul ya da
preantral folikul olarak isimlendirilir (26).

Folikiil hiicrelerinin uzantilar1 ve oosit mikrovilluslar1 zona pellusida igine
uzanir ve birbirleriyle gap junctionlar aracilifiyla iletisim kurarlar. Folikiiller
blyldikce kortikal bélgenin daha alt bolgelerine go¢ ederler ve folikul hucreleri
arasinda folikiil s1vis1 olugsmaya baslar. Bu siv1 igeren bosluklar birleserek daha biiyiik
bir bosluk (antrum) olustururlar. Ve boylece bu folikiillere ikincil ya da antral folikiil
denir (26).

Antrumu olusturan graniiloza hiicreleri folikiil duvarinda belirli bir alanda
yogunlasir. Kiigiik bir tepecik olusturan bu hiicreler antrumun i¢ kismina uzant1 yapar
ve bu yapiya kumulus ooforus adi verilir. Bu yap1 oositi de igerir. Oosit ¢gevresinde
yogunlasan bir grup graniiloza hiicresi korona radiata’y1 olusturur. Oosit ovaryumdan
atilirken bu graniiloza hiicreleri de eslik eder (26).

Oosit ve graniloza hicrelerinde bu degisiklikler meydana gelirken folikiiliin
bitisigindeki stromada bulunan fibroblastlar teka tabakasini olustururlar. Bu tabaka
teka interna ve eksterna olarak farklilagir. Folikiil uyarict hormonun etkisiyle
graniiloza hiicreleri androstenediondan dstrojen sentezleyen aromataz enzimi salgilar.
Bu 6strojen de folikiil etrafindaki stromaya doner ve kan damarlar1 araciligiyla kana
geger, viicuda yayilir (26).

Her menstriiasyonda genellikle folikiillerden biri daha fazla biiyiir ve baskin hale
gelir. Baskin olan bu folikiil biiylimenin son asamasina ulasarak ovulasyonu
gergeklestirebilir. Digerleri yikima ugrar. Olgun folikul ya da diger adiyla graaf folikil
ovulasyon oncesi folikiildiir ve oldukc¢a biiyiiktiir, yaklagik 2.5 cm ¢apindadir. Bu
folikill ovaryum yiizeyinden disariya dogru sigkinlik yapar. Sivi toplanmasiyla beraber
folikiil boslugunun boyutlarinda artis olur, graniiloza hiicre tabakasi folikiil
biiyiimesiyle orantil1 bir sekilde ¢gogalmadigindan daha ince bir hal alir (26).

Biiyiiyen folikiiliin {irettigi dolasimdaki yiiksek Ostrejene yanit olarak o6n
hipofizden luteinizan hormondaki (LH) ani bir artis ile ovulasyon igin uyari

gerceklesmis olur. Ovulasyondan hemen 6nce 1.mayoz boliinme tamamlanir. Birinci



kutup cismi ve sekonder oosit olusur. Ikinci kutup cisminin atilmasiyla da oosit
2.mayoza baslar ve metafaz asamasinda durur (26).

Folikiil duvarinin yirtilmasiyla oosit, birinci kutup cismi, zona pelusida, korona
radiatayla bir miktar folikiil sivis1 ovaryumdan tuba uterinaya atilir. Burada oosit
dollenebilir, ancak ovulasyondan sonra ilk 24 saat i¢inde dollenme gerceklesmezse

oostit bozulur ve ortadan kaldirilir (26).

OVER KANSERI

1. Epidemiyoloji

Over kanseri, tiim jinekolojik maligniteler arasinda en yiiksek 6liim oranina
sahiptir (28). Her yil diinya capinda 220.000 kadin EOK gelistirmektedir (29).
Epidemiyolojik olarak risk faktorleri arasinda aile dykiisii, nulliparite, erken menars,
ge¢ menopoz ve artan yas yer almaktadir (30). Over kanserlerinin yaklasik %90
sporadiktir ve %10'u kalitsal ailesel sendromlu hastalarda gortliir (28, 30). Over
kanserinin c¢esitli nedenleri vardir fakat en onemli risk faktorii, hastaligin aile
Oykusidur (28). Yiiksek risk altinda olanlar; BRCA1 ve BRCA2 tiimor baskilayici
genlere sahip bireyler ve kalitsal non-poliposiz kolorektal kanserli (hereditary
nonpolyposis colorectal cancer-HNPCC; Lynch sendromu) kisilerdir (28). Her 500
kadindan birinde goriilen kalitsal meme ve over kanseri sendromu, BRCA1 ve BRCA2
genlerine sahip kadinlarda otozomal dominant gegisli bir mutasyondur (28, 31).
Ortalama yasam boyu over kanseri riski, BRCAl'de yaklasik %30 ve BRCA2
mutasyon tasiyicilarinda %27'dir; ancak yiiksek penetrasyonlu ailelerde over kanseri
riskinin %44-60’a kadar yiiksek oldugu bildirilmistir (28, 29). Otozomal dominant
gecisli HNPCC’ye sahip kadinlarin yasam boyu over kanseri gelistirme riskinin %10-
12 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (20, 31, 33). Bu sendromda karsimiza ¢ikan
en yaygin genler, Deoksiribonikleikasit (DNA) uyumsuzluklarini onarim genlerinden
MSH2 veya MLH1'dir (30). Over kanseri i¢in daha az 6nemli risk faktorleri arasinda
infertilite, nulliparite, ge¢ menopoz ve erken menars sayilabilir (28, 32). Ge¢ menars,
erken menopoz ve hormonal kontraseptif kullanimi gibi bir kadinin daha az

ovulasyona maruz kalmasina neden olan bu faktérler de koruyucudur (28).



Over kanseri her yasta ortaya cikabilmesine ragmen 50 yas iistii daha sik
gortlmektedir (31). Hastalar siklikla spesifik olmayan pelvik veya abdominal
semptomlarla bagvururlar (31). ilk tan1 testleri arasinda transvajinal ultrasonografi ve
CA 125 (serum kanser antijeni 125) 6lclimii yer alir; ancak bu testler over kanseri igin
spesifik degildir (31). Konvansiyonel tedavi, cerrahi ve ardindan KT’yi icerir (31).
Prognoz tipik olarak kanser evresi ve derecesi ile belirlenir, ancak gelecekteki
tedavinin tiimor genetik bilesimine bagli olabilecegi diistiniilmektedir (31).

EOK en yaygin tiriidiir ve vakalarin yiizde 70'1 evre III veya IV'te teshis
edildiginden kotii prognoz ile iliskilidir (31). Ailesinde over kanseri Oykisu veya
iligkili oldugu bilinen bir genetik sendromu olan kadinlara genetik danigmanlik
onerilmelidir (31).

Over kanseri, kadinlarda goriilen kanserlerin sadece yiizde 3'linii olusturmasina
ragmen akciger, meme, kolorektal ve pankreas kanserlerinden sonra kadinlarda
kansere bagli oliimlerin en sik nedenlerindendir (31). Over kanserinin yasa gore
insidans1 100.000 kadinda 12.5'tir. Son yirmi yilda over kanseri insidansinda yuzde
1'den daha az bir diisiis olmasina ragmen 6liim orani biiyiik 6lglide degismemistir (31).

Tekrarlanan ovulasyon riiptiirii ve onarimi teorik olarak malign gen
mutasyonlart i¢in firsatlar yaratir (31). Her biri ovulasyonu azaltan; oral
kontraseptifler, ge¢ menars, erken menopoz, multiparite ve emzirme gibi faktorlerin
goriiniir koruyucu etkilerini agiklayabilir (31).

Obezite, sigara, yiiksek nisastali veya yliksek yagl diyet, hareketsiz yagsam tarzi
gibi degistirilebilir faktOrler over kanseri riskinin artmasiyla iliskilidir; ancak nedenleri
arasinda tamimlanmamustir (31). Artan glinliik lif alimi, karoten, C vitamini, E
vitamini, doymamis yag asitlerinin kullanim1 ve artan fiziksel aktivite, over kanseri
riskinin azalmasiyla orta derecede iliskili bulunmustur (31, 34).

Over kanserleri genellikle platin bilesikleri ve taksanlara dayali birinci basamak
KT’ye iyi yanit verse de hastalarin gogunda niiks ve kemo-direng gelisir (35,36). Uzun
yillara dayanan ¢aligmalara ragmen, erken teshise imkan saglayan ve taramaya uygun
diger tan1 yontemlerinin yan1 sira giivenilir tan1 belirtecleri hala eksiktir (35, 37). Bu
nedenle, mevcut calismalar tanisal, prognostik ve prediktif potansiyele sahip yeni
biyobelirtegler bulmanin yani sira yeni terapotik hedeflerin arastirilmasina yoneliktir

(35).
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2. Over Kanseri Siniflandirmasi

Over kanseri hem histolojik hem de molekiiler diizeyde heterojen bir hastaliktir
(3). Vakalarin ¢ogu epitelyal kokenlidir (~%90). EOK bircok histolojik alt tip ile
karakterizedir (3). Diinya Saglik Orgiiti (WHO) EOK’nin histolojik tiplemesini

asagidaki gibi siniflar (7):

* serfz

* endometrioid

« berrak hicreli

* misin®z

* Brenner (gegis hiicresi)

* mikst epitelyal tiimdrler

* farklilasmamis

* siniflandirilmamais

EOK ile iliskili mutasyonlar ve molekiiler degisiklikler histolojik alt tipe bagl
olarak farklilik gosterir (6) (Sekil 2).

Sekil 2. Over kanserinde morfolojik heterojenlik ve iligkili mutasyonlar (29)

Over
Kanseri
Epitelyal Non-epitelyal
%90 %10
1 1 II 1 1 l_l_l
Yuksek lisi] (1SinG ) Diger
uKse DUSUk M{Usin0z Berrak - Germline
eroz %o 0z 9 0 L
Seroz %67 /05 timorler
TP53
BRCA1/2
NF1
CDK12
Homologous
Recombination
; ARID1A
Repair genes
ARDIA || g
Pathway BRAF PTEN PTEN
alterations KRAS CTNNEBL PPP2R1A
PI3/Ras/Notch/ NRAS KRAS MMR deficiency
FoxM1 ERBB2 ERBB2 ampl PPZRIA

Bu alt tiplerin her biri arastirmalarda da gosterildigi gibi klinik 6neme sahiptir.

Ayrica evrensel olarak kabul edilmis tek bir derecelendirme sistemi yoktur. Farkli
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histolojik alt tipler i¢in farkli derecelendirme sistemlerinin kullanilmasi gerektigi
giderek daha fazla kabul gérmektedir (7).

EOK ’nin histopatolojisi heterojendir ve her alt tipi tedavilerde hedef olarak ele
alinacak molekiler olarak farkli genetik mutasyonlara sahiptir (29).

Yaklasik 10 y1l 6nce, klinikopatolojik 6zelliklere dayanarak over kanserlerini tip
I ve II tiimoérlere ayiran bir siniflandirma 6nerildi (29, 38). Tip | tumoérler BRAF,
KRAS ve PTEN'de mutasyonlar tasiyan diisiik dereceli ser6z, endometrioid, musindz
ve berrak hicreli gibi alt tipleri icermekteydi (3, 29). Tip II timérler siklikla p53,
BRCA1 ve BRCA2'de mutasyonlar tasiyan yiiksek dereceli ser6z ve karsinosarkomu
iceriyordu (29). Bu galismalar, diistik dereceli ser6z karsinomun, yiiksek dereceli serdz
karsinom igin 6ncii bir lezyon olma olasiliginin diisiik oldugunu gostermistir; daha
ziyade, ikisinin de, genel olarak, belirgin sekilde farkli prognostik etkileri olan, farkli
genomik varyasyon kaliplari ile karakterize ayr1 hastaliklar olduguna inanilmaktadir
(3). Bu smiflandirmada, diisikk dereceli ser6z karsinom, tip I karsinom olarak
smiflandirilir ve genellikle daha sakin bir klinik seyir ve nispeten stabil bir genomik
profile sahip olarak karakterize edilir (3). Yiksek dereceli ser6z karsinom ise tip Il
karsinom olarak siniflandirilir ve daha agresif bir klinik seyir ile iligkilidir (3). Bu
siniflandirmada ¢ogu tip I tiimoriin endometriozis veya borderline serdz tiimorlerden
kaynaklandigina inanilirken, tip II tiimdrlerin genellikle esas olarak fallop tiipiinden
kaynaklandigina inanilmaktadir (3).

Biitiin bu smiflandirmalarin beraberinde gelecekte tlimor siniflandirmasi igin
genomik profil olusturmanin, histopatolojik analizlere gore farklilasmamis veya
karmasik histolojik yapiya sahip over timérlerini siniflandirmada daha dogru bir temel
saglayacag diisiiniilmektedir (3). Ayrica, ileri molekiiler profilleme teknolojilerinin,
yuksek dereceli ser6z over kanserlerinin koken aldigi yerlesim yerlerinin
dogrulanmasi i¢in temel teskil edecegi de ongoriilmektedir (3). Hastaligin altta yatan
patogenezini yansitan EOK’nin molekiiler bir siniflandirmasmi gelistirmenin ana
hedeflerinden biri de bireysellestirilmis tedavi se¢imini kolaylastirmaktir (3).

Serdz Karsinomlar

Ser6z karsinomlar, EOK’nin %85-90’1n1 olusturur; yiiksek dereceli ve diisiik
dereceli ser6z olmak {iizere ikiye ayrilirlar (7, 39). Histolojik olarak, bazi benzer

fenotipik 0zellikler gosterirler ancak farkli molekiiler yollardan gelisirler (39).
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Yiksek dereceli, ser6z karsinomlarin yaklasik %80'ini olustururken diisiik
dereceli ser0z seyrektir, %10 civarinda goriiliir (39). Yuksek dereceli olanlar genellikle
daha ileri yasta karsimiza ¢ikarken diisiik dereceliler daha geng bir medyan yasta teshis
edilirler (39).

Hafif-orta derecede sitolojik atipi ve diisiikk mitotik aktivite sergileyen tumérler
diistik dereceli olarak smiflandirilirken, ciddi sitolojik atipi ve yiliksek mitotik
aktivitesi olanlar ylksek dereceli seroz tumorler olarak kabul edilmektedir (7, 39).
Ayrica her tipte farkli mutasyonlar mevcuttur ve koken aldigi hiicre de farkli olabilir.

EOK’nin ¢ogu p53 gen mutasyonlar1 ile karakterize, yiiksek dereceli serdz
kansere sahiptir (29, 39). Yuksek dereceli ser6z over timorlerinin yaklasik %5-8'i
NF1, BRCAL, BRCA2, RB1 ve CDK12 somatik mutasyonlariyla iliskilidir (8).
BRCA1 ve BRCA2'deki mutasyonlarla ilgili tim over kanserleri neredeyse yuksek
dereceli ser6z kanserdir (29).

Yuksek dereceli serbz over timarleri ayrica stk DNA kazanimlar1 ve kayiplari
ile karakterize edilir; bu da kanseri kromozomal olarak kararsiz hale getirir (8).
Edinilmis kemorezistans potansiyeli CCNE1 amplifikasyonu ile iliskilidir (8).

Bu tiimérlerin over yiizey epitelinden gelistigi diisiiniilse de ailesel risk icin
profilaktik salpingo-ooferektominin uygulanmasi sonrasi rezeke edilen dokuda tubal
karsinom veya prekiirsor serdz tubal intraepitelyal karsinom prevalansinin yiiksek
oldugu gortilmiistir (29, 40, 41). Bu da tubal fimbrialarin yiiksek dereceli serdz
kanserin ¢ikis yeri olabilecegi diisiincesini dogurmustur (29, 40, 41).

Klinik olarak, ser6z kanserlerin ~ %]10'unu olusturan diisik dereceli ser6z
timorler ylksek derecelilere kiyasla daha geng yasta ortaya ¢ikma egilimindedir ve
daha uzun sagkalimlara sahiptir (7, 42). 10 yillik sagkalim orant %50 olan yavas
blylyen tumorlerdir (39). Molekuler diizeyde, genomik olarak daha stabildir ve
vakalarin yaklagik yarisinda PI3KCA, BRAF ve KRAS'taki somatik mutasyonlar
yaygindir (29, 39). immiinohistokimyasal profilleri yiksek dereceliye benzerdir
(6rnegin, CK7, WT1 ve Ostrojen reseptorli [ER] icin pozitiftir) ancak yiksek
derecelilerin aksine asla anormal p53 ekspresyonu gostermezler (39).

Yiksek dereceli ser6z timarlerin blylime paterni heterojendir, buyuk papiller
icerir, glandiler bir yap: ve sik sik nekrozlu mikropapiller olur (8). Immiinohistokimya

boyamasi, p53 igin pozitiftir, p16 yaygin olarak eksprese edilir ve Ki67 yiikselir; ek
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belirtecler ER, progesteron reseptori (PR), WT-1, PAX8 ve CK7’yi igerir (8, 39).
Sitokeratin 20 (CK 20) negatiftir (39).

Endometrioid

Endometrioid over kanserlerinin ¢ogu erken evre (evre 1) ve diisiik derecelidir,
iyi bir prognoz ile iligkilidir (7, 39). Endometrioid over kanserlerinin prevalansi,
muhtemelen daha iyi patolojik tan1 nedeniyle son yillarda azalmistir ve su anda over
kanserlerinin ~ %5'ini olusturmaktadirlar (7). Histolojik olarak endometrial epiteli
andiran bezlerden olusurlar (39). Endometriozis ve 6zellikle endometriotik kistler, bu
alt tip icin varsayilan oncii lezyonlar olarak kabul edilmistir (7). CTNNBL, PI3BKCA,
PPP2R1A, PTEN ve ARIDIA'nin bazi somatik mutasyonlarini tasir (7, 39).
Immiinohistokimya profili, CK7, PAXS8 ve hormon reseptorleri icin pozitiflik ve WT1
ve CK20 icin negatiflik gosterir; p53, yuksek dereceli tipte asir1 ifade edilebilir (39).

Ayrica bu alt tip en sik Lynch sendromlu hastalarda goralir (39).

Berrak Hucreli

Over kanserlerinin %5’ini olustururlar. Evre 1 berrak hicreli kanserlerin
prognozu nispeten iyidir (7). Bununla birlikte, ileri evre berrak htcreli kanserler, over
kanserinde kullanilan standart kemoterapdtik ajanlara direngli olma egiliminde
olduklarindan ser6z alt tipe gore daha kotu bir prognoza sahiptir (7, 39). Berrak hiicreli
kanserler de endometriozis ile giiglii bir sekilde iligkilidir ve 6nemli bir kism1 ARID1A
mutasyonlarini tagir (7, 39). Serdz karsinomlarin aksine genellikle WT1, p53 ve ER'yi
eksprese etmez (39). Diger EOK ’lerin aksine, napsin A'y1 spesifik olarak ifade ederler
(39). PIBKCA'da mutasyonlar da bildirilmistir (39).

Genellikle tromboembolik komplikasyonlar ve hiperkalsemi ile iliskilidirler ve
serdz karsinomdan daha yiiksek lenf nodu metastazi sikligi ile birliktedirler (39).

Musin6z

Bu nadir gorulen ve daha erken agsamada teshis edilebilen alt tip neredeyse %100
KRAS mutasyonuna ve yaklasik %20 oraninda HER2 amplifikasyonuna sahiptir (29,
39). Hastalar genellikle ameliyattan sonra iyi bir prognoz ile seyrederler (39).
Tekrarlayan veya metastatik olanlar kotl bir prognoza sahiptir (39). Tek tarafli, biiyiik,
multikistik, mukusla dolu ve siklikla solid alanlar igeren tiimorlerdir (39).

Immiinohistokimyasal olarak CK7 ve CK20 pozitifligi gdsterir, ancak genellikle
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hormon reseptorleri (PR ve ER) ve WTL1 icin negatiftir (39). PAXS8 vakalarin
yarisindan azinda pozitiftir (39).

Diger Karsinomlar

Seromiisindz karsinom, 2014 yilinda WHO siniflandirmasina eklenen yeni bir
kategoridir (39). Bu tlimorler nadir gorilur ve genis bir yas araliginda ortaya cikar
(39). Erken bir asamada teshis edilirler dolayisiyla iyi bir prognoza sahipler, ancak
ileri evrede basvuran hastalarin kotii prognoza sahip olduklar1 da gésterilmistir (39).
Immiinohistokimyada CK7, hormon reseptorleri, CA125, CA19.9 ve PAX8 genellikle
pozitiftir (39). Baz1 vakalar WT1 igin pozitiftir;, CK20 ve CDX2 genellikle negatiftir
(39). Seromiisindz karsinomlar ve endometrioid neoplazmalar siklikla ayni overde
bulunur ve her iki lezyon da endometriozis ile iligkili gibi goriinmektedir (39). Ek
olarak, timor baskilayici gen ARID1A'min her iki lezyonda da karsimiza ¢ikmasi
yakindan iligkili olabileceklerini diigiindiirmektedir (39).

3. Patogenez

Over kanserinin patogenezinin aydinlatilmasindaki en biiyiik problemlerden biri,
cok farkli klinikopatolojik 6zelliklere ve davraniglara sahip farkli timoér tiplerinden
olusan heterojen bir hastalik olmasidir (43). Over kanserinin en yaygin histolojik alt
tipi olan yuksek dereceli serd6z over kanserinin, baslangigta over yiizey epitelinden
gelistigi  distiniiliiyordu (44). 'Sourekli ovulasyon' hipoteziyle her ovulasyon
dongustinde yizey epitelinin tekrarlayan yaralanmasi ve bu tekrarlayan yaralanmanin
artan inflamasyona ve hormon seviyelerinde degisikliklere neden olarak artan
oksidatif stres ile DNA hasarina yol actig1 diisiiniiliiyordu (44). Over yiizey epitelinin
bu araliksiz ovulasyon ve yirtilma-onarim mekanizmasiyla metaplastik degisiklikleri
daha Miillerian tipi bir epitele dogru yonlendirdigi tahmin ediliyordu (44). Bu
Mdillerian tipi epitel DNA hasar1 barindiriyorsa, neoplastik doniisiim i¢in ana hedefi
temsil etmekteydi (44).

Bu model o6zellikle Tip I tiimorler ile iliskili bir dizi 6nemli &zelligi
aciklayabilmesine ragmen Tip II tlimorlerin anlasilmasina yonelik bir yol
sunamamaktadir (44).

Over karsinogenezinin bu geleneksel goriisti, ¢esitli farkli timorlerin hepsinin

over ylzey epitelinden (mezotelyum) tiiredigi seklindedir. Ardindan gelen metaplastik
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degisikliklerin bu tumor hiicrelerini fallop tiipl, endometrium, gastrointestinal sistem,
endoserviks ve idrar kesesinin epiteline (sirasiyla bu alt tiplerde; ser6z, endometrioid,
berrak hiicreli, miisinéz ve gegis hiicresi [Brenner]) morfolojik olarak benzeyen farkli
hilcre tiplerine doniismesine yol agtig1 olarak 6zetlenebilir (43). Ancak normal over
dokusunda bu tiimorlere benzeyen higbir bilesen yoktur (43). Ayrica, serviks,
endometrium ve fallop tlpleri millerian kanallardan gelisirken overler mullerian
kanallardan ayr1 tirogenital sirt tizerindeki mezodermal epitelden gelisir (43). Bu
nedenle, alternatif bir teori, mullerian fenotipli (ser6z, endometrioid ve berrak hticreli)
timorlerin mezotelyumdan degil miillerian tipi dokudan kaynaklandigini 6ne strer
(43). Bu miillerian tipi doku topluca “ikincil miillerian sistem” olarak adlandirilan
paratubal ve paraovaryan yerlesimli kistler olarak tanimlanmistir (43). Bu teoriye gore
over tiimorleri bu kistlerden gelisir (43). Timor buytdikce, over dokusunu sikistirir
ve sonunda overde ortaya ¢ikmis gibi goriinen adneksiyal bir tiimérle sonuglanarak
over dokusunu yok eder (43). Bu sekonder miillerian sistem teorisinin sinirlamalari,
serdz, endometrioid ve berrak hucreli karsinomlara benzeyen &nci lezyonlarin
paratubal ve paraovaryan Kistlerde nadiren bildirilmis olmasidir (43).

Genel olaral baktigimizda over yiizey epitelinden (mezotelyum) kdken alma
teorisinin bazi sinirlamalar1 vardir (43). Histolojik olarak, overlerin Gzerinde yer alan
mezotelyum tabakasi ser6z, endometrioid, miisindz, berrak hiicreli veya transizyonel
(Brenner) karsinomlara benzerlik gostermez (43). Yukarida belirtildigi gibi, bu bariz
celiskiyi aciklamak icin, overin iizerini drten mezotelyumun alttaki stromaya girerek
"kortikal inkllzyon kistlerini" olusturdugu one siiriilmiistiir (43). Lokal faktorlerin ve
muhtemelen steroid hormonlarin etkisi altindaki bu kistler, mezotelyumun miillerian
tipi epitele doniismesiyle sonuglanan bir metaplastik degisime ugrarlar (43). Yeni
edinilmis miillerian fenotipleri ile bu inkliizyon kistleri daha sonra farkli hiicre
tiplerine (serdz, endometrioid ve berrak hiicreli karsinomlar) karsilik gelen
karsinomlarla sonuglanan malign transformasyona ugrayabilir (43). Ovaryan kortekste
miillerian tipi epitel ile doseli kortikal inkliizyon kistleri siklikla g6zlenmesine ragmen,
bu kistlerden karsinoma gecis olarak yorumlanabilecek iyi belgelenmis Ornekler
bildirilmemistir (43).

En ikna edici kanitlar, birincil over kanserlerinin, yani serdz, endometrioid ve

berrak hiicreli karsinomlar gibi biiyiilk ¢ogunlugunun, dogrudan overlerden degil,
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fallop tiipii ve endometriumdan tiiretildigini gostermektedir (43, 44). YUksek dereceli
serdz karsinomun gen ekspresyon profilinin over ylzey epitelinden ziyade fallop tipu
ile daha yakindan iligkili oldugunu gésteren gen profili ¢alismasi ile desteklenmektedir
(43). Ek olarak, ylksek dereceli ser6z karsinomlar, bir millerian belirte¢ olan PAX8'i
eksprese eder, ancak bir mezotelyal belirte¢ olan kalretinini eksprese etmezler (43).

Bu bulgulara dayanarak, genotoksik DNA hasar1 ile baslayan, ardindan p53
mutasyonu ve ilerleyici hiicre dongiisii kontrolii kaybi ile devam eden ve karsinom
gelisimi ile sonug¢lanan patogenetik siire¢ 6ngoriilmiistiir (43). p53 mutasyonu, fallop
tiipii salg1 hiicrelerinin transformasyonunda bilinen ilk molekiiler olaydir ve erken
timor onciilerinde tanimlanabilmektedir (44).

Ozetle, mevcut teorilerin higbiri over karsinogenezinin tiim yonlerini yeterince
bagdastirmamaktadir. Hepsinin over karsinomlarinin gelisimini agiklamak igin
sunacaklari bir sey vardir ama her seyi yeterince kapsayici gorilmemektedir.

Bu nedenle, en ikna edici veriler, fallop tiipiiniin fimbriali kismindan serdz
timorlerin, endometriozisin sonucu olarak fallop tipunden gecen endometrial
dokudan endometrioid ve berrak hiicreli timdrlerin, fimbrianin periton ile temas ettigi
tubal-mezotelyal bileskede yer alan gegis tipi epitelden miisin6z ve Brenner
timorlerinin gelistigidir (43, 44).

Over kanserinin kokenine iliskin son arastirmalar, fallop tiipiinde morfolojik ve
molekiler olarak yiiksek dereceli over ser6z karsinomuna benzeyen ve “serfz
intraepitelyal tubal karsinom (STIC)” olarak adlandirilan bir 6ncii lezyona dikkat
¢ekmistir (43). Bu da son goriisleri destekler sekilde overden de novo gelismek yerine,
tip II timdrlerin cogunlugunun, fallop tlpinun fimbriya ucundaki bir STIC'den overe
yayiliyor olmasidir (43).

Over karsinomu gelisimi igin bir bagka olasi mekanizma, normal tubal
epitelyumun fimbriadan ayrilmasidir; bu epitel, ovulasyonun meydana geldigi yirtilma
bolgesine implante olur ve daha sonra malign transformasyona ugrayabilen bir
inkliizyon kistinin olusumuna neden olur (43).

Tiim bu mekanizmalar arasinda tip I ve tip II over tiimorlerinin farkli molekiiler
yollar boyunca bagimsiz olarak gelistigine ve her iki tipin de over disinda gelisip onu

sekonder olarak etkiledigine dair ¢alismalar artmaktadir (43).
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Genomik c¢aligmalar, ylksek dereceli ser6z over timorlerinin yaklasik
%350'sinin, DNA onariminin homolog rekombinasyon yolunda yer alan genlerdeki,
ozellikle BRCA1 ve BRCA2'deki mutasyonlarla karakterize oldugunu gostermektedir
(29, 44).

Son zamanlarda, CCNEL1'in amplifikasyonunun, ylksek dereceli ser6z over
timorijenezinde tiim vakalarin yaklasik %20'sini olusturan bir baska 6nemli faktor
oldugu bulundu (44). CCNEZ1, Siklin E1'i kodlar ve ylksek dereceli ser6z over timaori
vakalarimin yaklasik %20'sinde amplifiye edilir (44). Siklin E1 protein seviyeleri hlicre
dongiisii sirasinda degisir ve CDK?2’yi baglayarak ve aktive ederek G1-S faz gegisinde
6nemli bir rol oynar (44). Anormal Siklin E1 ekspresyonunun programlanmamis DNA
replikasyonunu, sentrozom amplifikasyonunu ve kromozomal kararsizligi tetikledigi
bilinmektedir (44). Onemli olarak, CCNE1 amplifikasyonu, birincil veya refrakter
kemorezistant over kanseri ve kotii sagkalim ile iliskilidir (44). Ilging bir sekilde,
CCNEL'in amplifikasyonu ve artan Siklin E1 proteini 6ncu lezyonlarinda tespit
edilebilmektedir, bu da CCNEI diizensizliginin bu timdorin gelisiminde erken bir olay
oldugunu gostermektedir (44). CCNELI ile amplifiye edilmis tiimoérler igin terapotik
yaklasimlar gelismektedir (44). Bu hiicrelerin neoplastik donilisiimiinii neyin
tetikledigi belirsizligini korusa da bazi tiimorler BRCA fonksiyonu kayb1 veya CCNEI
amplifikasyonu sergilemektedir (44).

PISBK/AKT/mTOR (mammalian target of rapamycin) sinyal yolagi hiicre
sagkalimi, biiylimesi ve c¢ogalmasi, anjiyogenez, transkripsiyon, translasyon ve
metabolizmanin diizenlenmesinde hayati bir rol oynar (45) (Sekil 3). Bu sinyal
yolunun ana bilesenlerindeki diizensizlikler kanser patogenezinde yaygin olarak
karsimiza ¢ikar (45). PI3BK/AKT/mTOR yolunun over kanserinde de siklikla degisen
sinyal yolu oldugu gésterilmistir, bu da bu yolu terap6tik hedefler icin en 6nemli sinyal

yollarindan biri haline getirmektedir (45, 46).
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Sekil 3. PI3K/AKT/Mtor yolagi

RAPTOR (regulatory associated protein of mMTOR)’un devre dis1 birakilmasinin,
RICTOR'un devre dis1 birakilmast iizerinde daha yiiksek engelleyici etkiler gostermesi
nedeniyle mTORC1 mTORC2'ye gore over kanserinin ilerlemesinde daha kritik bir
rol oynamaktadir (45).

Matriks metalloproteinazlar (MMP'ler), Zn'ye bagimli proteolitik peptidazlar
(endoproteinaz) ailesine aittir (45). MMP'ler esas olarak hiicre digi matriks
duzenlenmesinde rol oynar (45). Ayrica hiicre gocl, anjiyogenez ve apoptozda hayati
O6neme sahiptir (45). PI3K'lerin MMP-2'nin iglevini ve hiicre hareketliligini arttirdigi
gosterilmistir (45).

Normal hiicrelerde, bir enerji sensérii olan adenozinmonofosfat (AMP) ile aktive
olan protein kinaz (AMPK), hiicresel metabolizmanin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar (45). AMPK, yag asidi oksidasyonunu ve glikoz alimini aktive ederek hiicresel
enerjinin tikenmesi Gzerine AMP/Adenozintrifosfat (ATP) oranini koruyarak hiicresel
enerjiyi eski haline getirebilir (45). Ayrica, AMPK'nin, hiicreler yeterli enerji
kaynagina sahip olmadiginda fosforilasyon yoluyla mTORC1'in islevini engelledigi
bildirilmistir (45). Malign hiicrelerde bu hicrelerin kontrolsiz bir sekilde cogalmasina
izin veren azalmis AMPK sinyali tespit edilmistir (45).
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PIBK/AKT/mTOR sinyal yolaginin over kanserindeki onkojenik roli
karmagiktir (45). PI3K yolu, over kanserinin ~%70'inde siklikla uyarilir ve aktive
edilmis PI3K sinyalinin over timérijenezinde, agresif fenotiplerin ortaya ¢ikmasinda,
kemo-radyoterapi direncinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (45, 46). Bu yolak
ayrica kotii prognoz ile iligkilidir ve bu da onu tedavi i¢in 6nemli bir hedef haline
getirir (46). Kanser Genom Atlasi verileri de AKT veya MTOR'un yiksek
ekspresyonlarinin, yliksek dereceli ser6z over karsinomunda kotl prognoz ile iliskili
oldugunu gostermektedir (46).

Buna ragmen simdiye kadar PI3K yolu inhibitdrleri ile sadece smirli klinik
aktivite gozlemlenmistir (46).

Bu nedenle, PI3K yolunun altinda yatan mekanizmalarin ve diger yollarla
etkilesimlerinin daha 1iyi anlasilmasi, optimal kombinasyon tedavisi adaylarini

belirlemek igin daha énemli hale gelmektedir (46).

4. Risk Faktorleri

Ailesinde over kanseri 6ykiisii olan kadinlarin daha yiiksek risk altinda oldugu
Iyi bilinmektedir (47). Birinci derece akrabasi olan kadinlar igin risk, akrabasi olmayan
kadinlara gore yaklasik ii¢ kat ve akrabasina 50 yasin altinda teshis konmus olanlar
icin daha da yiksektir (47). Kalitsal kanserlerin biiyiik bir kism1i BRCA genlerindeki
mutasyonlardan kaynaklanir; ancak bu mutasyonlar, ailesinde meme veya over kanseri
Oykisu olmayan over kanseri kadinlarda da yaygindir (47). BRCAL1 mutasyon
tastyicilarinin 70 yasina kadar over kanseri gelistirme riski tahmini olarak %40-50,
BRCAZ2 i¢in %10-20'dir (47). BRCA mutasyonlari ile iliskili kanserlerin ¢ogu yiiksek
dereceli ser6z tumdorlerdir (47).

Epidemiyolojik ¢alismalar, hamilelik veya oral kontrasepsiyon kullanimi gibi
anovulasyona yol agan durumlarin veya tup ligasyonu sayesinde menstriiel Grinlerin
over {lizerine azaltilmis geri akisi mekanizmalarinin over kanseri riskini azalttigini
gostermistir  (29). Endometriozis ve polikistik overler de over kanseri ile
iliskilendirilmistir (29).

Insan papilloma viriisii (HPV), perineal talk ve sigara kullanimi hastaligin
nedenleri olarak dikkate alinmazken, epidemiyolojik ve genetik analizler, EOK’nin

cesitli germ hatt1 genetik mutasyon sendromlarinda ana unsur oldugunu gostermistir
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(29). Bu genlerin nasil katkida bulunduguna dair mekanizmalar agiklanmamugtir (29).
En yaygin olanlari, BRCA1 ve BRCA2 genleri ve Lynch sendromu (endometriyal ve
kolorektal kanserlerle iliskili) gibi hatali homolog rekombinasyon DNA onarimi ile
iliskilidir (29). DNA uyumsuzlugu onariminda rol oynayan genlerdeki mutasyonlarin
neden oldugu Lynch sendromu, 6zellikle de ser6z olmayan over kanser riskini artirir
(47). Ek genetik sendromlar, Peutz-Jegher ve diger daha nadir bozukluklari igerir (29).

Over kanseri ile iligkili risk faktorleri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Over kanseri ile iliskili risk faktorleri

Artmus risk

Gec¢ cocuk sahibi olma

Erken menars

Endometriozis

Bes yildan uzun siiredir 6strojen
replasman tedavisi

Genetik yatkinlig1 diistindiiren aile
oykuasu

Genetik sendromlar

Yuksek yagl diyet-obezite

Ge¢ menopoz

Diisiik parite

Sigara

Azalmis risk

18 ay veya daha uzun slire emzirme
Geg menars

Multiparite

Oral kontraseptif kullanimi

Histerektomi*

Tup ligasyonu*
Az yagl diyet
Erken menopoz
Aspirin

D vitamini

* Histerektomi ve tlp ligasyonu, hormonal veya potansiyel olarak kanserojen

faktorlere lokal maruziyeti sinirlayan utero-ovarian kan akiginin azalmasi nedeniyle

over kanseri riskinin azalmasiyla iliskilidir (30).

5. Klinik Belirtiler, Tarama ve Tam
Over kanseri semptomlari spesifik degildir ve tanidan 6nce tipik olarak aylar
siren karmn siskinligi, pelvik agri, erken doyma, mide bulantisi, bagirsak
fonksiyonunda degisiklik, idrar semptomlari, vajinal kanama, sirt agrisi, yorgunluk ve
kilo kayb1 gibi sikayetlerle seyredebilir (7, 8, 48). Karin agris1 ve sigkinlik sikayetleri
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sebebiyle irritabl bagirsak sendromuyla karigabilir (29). Hastaligin diyaframdan
plevral bosluklara yayilmas: plevral efiizyonlara ve solunum semptomlarinin
gelismesine neden olabilir (7).

Hastalar inguinal bolgede, aksillada veya supraklavikiler fossada abdominal
veya nodal kitlenin farkina varabilir (7).

Over kanserinde tam bir klinik degerlendirmenin ardindan taniya yardimci
olmak icin rutin olarak ilk pelvik ultrason ve serum CA 125 6l¢timii kullanilir (7, 8).
Hastalig1 dogru bir sekilde tanimlamak, yayginligini belirlemek, evreleme ve cerrahi
planlamaya yardimci olmak igin toraks, karin veya pelvis bilgisayarli tomografi (BT)
ve pelvik manyetik rezonans gorintileme (MRG) kullanilir (7, 8).

Optimal evreleme cerrahidir ve total abdominal histerektomi, bilateral salpingo-
ooferektomi, omentektomi, biyopsi ile peritoneal yiizeylerin incelenmesi veya siipheli
alanlarin ¢ikarilmasi ile para-aortik ve pelvik lenf nodu diseksiyonunu igerir (8).

Evreleme prosedirt, over kanserinin Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik
Federasyonu (FIGO) ile geleneksel olarak evrelemesi veya Amerikan Ortak Kanser
Komitesi tarafindan tiimor, lenf nodu, metastaz siniflandirmalar ile cerrahi evreyi
olusturacaktir (8).

Su anda, over kanseri i¢in yerlesik bir tarama testi yoktur, bu nedenle erken
evrede klinik teshisini engeller (3). Semptomlar da en sik ilerlemis hastalikta karsimiza
cikar (7). Bununla birlikte tanisal ilk degerlendirmede kullandigimiz CA 125, FIGO
evre [ hastalig1 olanlarin yalnizca yaklagik %50'sinde yiikseldiginden, erken hastalig1
saptamadaki faydasi sorgulanmaktadir (7, 31). Ilerlemis hastalikta ise yaklasik
%85'inde CA 125 yukselmektedir (7, 31).

Over kanserine 6zgu bir belirtec olmayan CA 125 jinekolojik olmayan
malignitelerde (6rnegin meme, akciger, kolon ve pankreas kanseri) ve iyi huylu
hastaliklarda (6rnegin endometriozis, pelvik inflamatuar hastalik ve over Kistleri) da
yukselebilmektedir (7).

Serum karsinoembriyonik antijen (CEA) ve CA 19-9 seviyeleri bazen bir over
kitlesinin gastrointestinal kaynakli m1 yoksa primer miisindz over tumord mu
oldugunun belirsiz oldugu durumlarda 6l¢iilmektedir (7).

Kadin iireme yolunun mullerian epiteli tarafindan salgilanan bir glikoprotein

olan insan epididim proteini 4 gibi ek biyobelirte¢c kombinasyonlar1 CA125 ile test
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edilmistir, ancak daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir (8). Bu nedenle genomik tarama

stratejisini iyilestirmeye yOnelik ¢abalar da devam etmektedir (8).

6. Evreleme

FIGO evrelemesi, prognozun en gugliu gostergesi olarak kullanilmaya devam
etmektedir (7, 29) (Tablo 2). Primer cerrahi en yaygin ve tercih edilen yaklagimdir,
ancak bunun miimkiin olmadigi durumlarda goriintileme kilavuzlugunda veya
laparoskopik biyopsi yapilmalidir (7).

Evreleme, total histerektomi, bilateral salpingo-ooferektomi ve tim gorundr
periton tutulumlarinin maksimal sitoreduktif cerrahisi ve periton boslugunun kapsamli

cerrahi degerlendirmesiyle laparotomi yoluyla gerceklestirilir (48).

Tablo 2. FIGO over kanseri evrelemesi

Evre | Sadece overlere ve fallop tip(ler)ine sinirh tiimor

e |A Sadece bir overle (kapsiil saglam) veya fallop tiipii ile sinirli timor;
over veya fallop tilipli ylizeyinde timor yok; asit veya peritoneal yikamada

malign hucre yok

e IB Her iki over (kapsiiller saglam) veya fallop tiipleri ile sinirli timor; over
veya fallop tlipu ylzeyinde timor yok; asit veya peritoneal yikamada

malign hiicre yok

e |C Asagidakilerden herhangi biri ile bir veya her iki over veya tiiple sinirl

timor

IC1 Ameliyat sirasinda cerrahi dokiilme

IC2 Kapsiil ameliyattan 6nce yirtilmis veya over veya fallop tupi

ylizeyinde timor

IC3 Asit veya peritoneal yikamada bulunan malign hiicreler

Evre Il Tiimor, pelvik uzantili (pelvik agzin altinda) veya primer periton kanseri

olan bir veya her iki over veya fallop tlpUnu igerir

e |IA Tupleri veya uterusu veya her ikisini birden etkileyen hastalik

e |IB Diger pelvik dokulara uzanma
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e |IC Overlerden birinin veya her ikisinin yiizeyinde tumar, rlptire kapsul,

sitolojik olarak pozitif asit veya pozitif periton yikamasi olan Ila veya IIb

Evre 11l Abdominal hastaligi veya etkilenmis lenf diigiimleri veya her ikisi (ylizey
karaciger hastalig1 hala evre III'tiir)

e |IIA Abdominal peritoneal ylzeylerin mikroskobik tutulumu veya

retroperitoneal lenf diiglimlerine metastaz

IH1A(i) Yalnizca pozitif retroperitoneal lenf nodlar (sitolojik veya

histolojik olarak kanitlanmis)

I1A(ii) Boyutu >10 mm olan metastazlar

e 111A2 Lenf nodlar ile veya lenf nodu tutulumsuz mikroskobik periton

tutulumu

e [lIB 2 cm capa kadar hastalik

e |lIC 2 cm'den biiyiik hastalik +/— bolgesel lenf diigtimleri

EvrelV Peritoneal metastazlar hari¢ uzak metastazlar: plevral efiizyonlarin
sitolojik olarak pozitif olmasi ve karaciger metastazlarinin parankimal olmasi

gerekir

e [VA Pozitif sitoloji ile plevral eflizyon

e IVB Karin boslugu disindaki organlara, inguinal lenf diigiimlerine ve

abdomen disindaki lenf diigiimlerine metastazlar

7. Over Kanserinde Prognoz
Over kanserinin prognozu, FIGO evresi ve ilk cerrahi rezeksiyon sonra kalan
hastalik hacmi ile iliskilidir (8, 29, 47). FIGO evre III hastaligi olan, cerrahi ve
kemoterapiden sonra tam tedavi yanit1 elde edilen hastalarin %50'sinin sagkalim stiresi
5 yildan fazladir; niikseden ve platine duyarli over kanserli hastalarin medyan
sagkalimi1 ortalama 3 yilken; platin direncinin baslangicindan itibaren hastalarin
medyan sagkalimi yaklagik 1 yildir (29).
EOK’nin %70°1 evre Il veya IV'te tan1 almaktadir (31). Prognoz, tan1 anindaki
evre ile giiglii bir sekilde iligkilidir, ancak histolojik derece de 6zellikle niiksiin

tahmininde prognostik bir rol oynar (31).
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Tablo 3. Over kanserinde koti prognostik faktorler

65 yasindan biiyiik olmasi

Berrak hiicreli veya musinoz timorler (histoloji)

Yaygin hastalik (ileri evre)

Blyuk rezidtel timor hacmi

Kotii hiicre farklilagsmasi (yliksek dereceli)

8. Over Kanserinde Tedavi

Cerrahinin amaci histopatolojik tan1 koymak, miimkiin oldugu kadar kanser
dokusunu ¢ikarmak ve FIGO evresini belirleyebilmektir (29). Klinik degerlendirmede
kritik olan, cerrahi rezektabilite ve ek kemoterapi ihtiyacidir (49). Evre I hastaligi olan
hastalar igin cerrahi rezeksiyon, tiimor derecesi, histoloji ve komsu yapilara baglilik
tarafindan belirlenen adjuvan tedaviyle birlikte birincil tedavidir (49). KT ile tedavi,
tam cerrahi evrelemenin varligina ve hastaligin derecesine bagl olacaktir (49).

Over kanseri icin geleneksel tedavi, cerrahi tumor sitorediiksiyonunu takiben
sirastyla platin ve taksan bazli kemoterapi kombinasyonudur (31, 45). Cerrahi
evreleme, total abdominal histerektomi, bilateral salpingo-ooferektomi ve pelvik-
paraaortik lenf nodlart ile omentumun ¢ikarilmasini ve ayrica endike oldugunda
apendektomi gibi diger ek prosediirler igerir (29, 31). Apendektomi, metastaz olasiligi
nedeniyle miisinGz over kanseri igin tipik bir ek prosedirdur (31).

Genellikle, cerrahi olarak dogru evrelenmis, iyi diferansiye hastaligi olan
hastalar adjuvan kemoterapi tedavisi olmaksizin gozlemlenebilirken, evre II ve evre
Il hastalar genellikle 3 ila 6 kir ek adjuvan platin/taksan bazli tedavi alirlar (49).
Pratikte standart Oneri, alti kiir platin adjuvan tedavisidir (8). Her 3 haftada bir
intravenoz karboplatin ve paklitaksel uygulamasi, ileri evre EOK igin standart birinci
basamak KT ila¢ tedavisidir (8).

Diisiik malignite potansiyeline sahip over kanseri tipik olarak 30 ila 50 yas
arasindaki kadmlarda gorulir (31). Hastalarin yiizde 82'sinde evre I'de ortaya ¢ikar ve
yuzde 99'a varan bir sagkalima sahiptir (31). Bu olumlu prognoz, tek tarafli salpingo-

ooferektomi gibi fertiliteyi koruyucu konservatif 6nlemlerin degerlendirilmesine izin
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verir (31). Cerrahi sitoreduksiyon terapotik olarak kabul edilir ve adjuvan kemoterapi,
postoperatif rezidiiel hastalig1 veya tanimlanabilir invaziv implantlari olan hastalar i¢in
uygulanabilmektedir (31). Ilerleyen donemde niiks olasiligi nedeniyle reprodiiktif
yillardan sonra total abdominal histerektomi ve unilateral salpingo-ooferektomi ile
cerrahi tedavinin tamamlanmasi diisiiniilmelidir (31).

Evre IA diisiik dereceli olan timdrlerde ve fertiliteyi koruma cerrahisini tercih
eden hastalarda, ¢ikarilan dokularin patolojik incelemesiyle uterus ve kontralateral
over yerinde birakilabilir (8). Diisiik dereceli hastaligi olan gen¢ hastalar igin
konservatif cerrahi, kalan normal over ve uterusun korunmast da dahil olmak tizere
kesinlikle endikedir, ancak miimkiinse hastaligin derecesinin ¢ok iyi belirlenmesi
gerekmektedir (49).

Daha kétii bir prognoza isaret eden histolojiler arasinda berrak hiicreli veya
farklilasmamis kanserler bulunurken, daha iyi prognoz miisindz veya gecis hiicreli
kanser ile iligkilidir (49).

BRCA mutasyonuna ugramamis kansere kiyasla BRCA 1 veya 2 ile iligkili
kanserler, kemoterapiye daha iyi yanit verme egilimindedir ve daha uzun sagkalima
sahip olabilmektedirler (49, 50, 51).

Ozetle; EOK’nin evre 1I-1V icin tedavi secenekleri, mimkiinse tam cerrahi
rezeksiyon, ardindan platin bazli kemoterapi veya neoadjuvan kemoterapi kullanimu,
aralikli sitorediiktif cerrahi ve ardindan ek platin/taksan kemoterapisinden olusur (49).

Neoadjuvan kemoterapi, tlimorlerinin tamamen gros rezidiiel hastalik (RO)
olmayacak sekilde sitorediiksiyona ugramasinin muhtemel olmadig1 veya cerrahi
adaylig1 zayif olan evre III veya IV olan hastalarda diisiintilmektedir (1).

Su anda ileri evre over kanseri i¢in standart ve kabul edilebilir 5 tedavi secenegi
bulunmaktadir (49):

1. Sitoreduktif cerrahiyi takiben IV platin/taksan bazli kemoterapi

2. Sitoreduktif cerrahiyi takiben IP/IV kemoterapi

3. Sitoreduiktif cerrahiyi takiben bevacizumab idamesi ile 1V platin/taksan
bazli kemoterapi

4. 3ve 6 kur kemoterapi arasinda aralikli sitorediiktif cerrahi ile neoadjuvan

kemoterapi, kemoterapiyi takiben batin i¢i yonlendirilmis bdlgesel
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tedavi (ameliyat sirasinda veya sonrasinda isitilmig intraperitoneal
kemoterapi-heated intraperitoneal chemotherapy [HIPEC] )

5. Ameliyat olamayan veya neoadjuvan kemoterapi yoluyla ilerleme
kaydedemeyen hastalar icin kemoterapi

Vaskiiler endotelyal biiylime faktoriine (VEGF) karst bir monoklonal antikor
olan bevacizumab yani bu antianjiyogenik tedavi, tekrarlayan, platine direncli over
kanserinde kullanim i¢in onaylanmistir (44).

DNA hasar yanit1 yolaklar1 over kanserinde aktif terapotik hedeflerdir (46). Poli
ADP-riboz polimeraz inhibitéri (PARPi) olan olaparib’in basarili bir sekilde
kullanilmasi, 6zellikle BRCA mutasyonlari olanlar igin yeni bir tedavi modelinin
olugmasina yol agmistir (46). Olaparib, BRCA mutasyonlari ve tekrarlayan hastaligi
olanlarda kullanim igin 2014 yilinda onaylanmistir (44). PARP inhibitorleri,
immiinoterapi ve 1sitilmig intraperitoneal kemoterapi (heated intraperitoneal
chemotherapy-HIPEC) alanindaki yeni tedavilerin, over kanseri igin mevcut tedavi
modelini dontistiirme yetenegine sahip oldugu ve sagkalimi 6nemli 6l¢iide artiracagi
diistiniilmektedir (1).

Aslinda, platine duyarli, niikseden over kanseri olan hastalar i¢in idame tedavisi
olarak PARP inhibitorii niraparib'i kullanan yakin zamanda yayinlanmis bir faz III
Klinik denemesi, BRCA veya homolog rekombinasyon eksikligi durumlarindan
bagimsiz olarak hastalarin onemli Olglide uzamis progresyonsuz sagkalimini
gostermistir (44). Bu gozlemler, PARP inhibitorlerinin over kanseri tedavisinde daha
genis bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir (44). Bunun gibi ¢aligmalar, PARP
inhibitorlerinin over kanserli bir¢ok birey i¢in tedavi siirecini degistirme potansiyeline

sahip oldugunu gostermektedir (44).

SISPLATIN

Sisplatin ilk metal bazli kemoterapétiklerden biridir ve ciddi yan etkilerine,
direng gelistirmelerine ragmen over kanserinin ana tedavisi olarak kullanilmaktadir
(52, 56). Cis-diamindikloroplatin (1) (en ¢ok sisplatin olarak bilinir), over, testis,
mesane, kolorektal, akciger ve bas-boyun dahil olmak iizere genis bir solid kanser
yelpazesine karsi klinik aktiviteye sahip platin bazli bir bilesiktir (52, 53, 54, 55).

Sisplatin ile iligkili yan etkiler bulanti, kusma, miyelosupresyon, hepatotoksisite,
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nefrotoksisite, norotoksisite, ototoksisiteyi igerir (52, 53). Bununla birlikte, ana
siirlayict faktor, apoptozu indiikleyen ROS iiretiminin bir sonucu olarak kiimiilatif
nefrotoksisitedir (52, 55).

Sisplatin hiicreye difiizyon veya bir tasiyict ile girer ve hicre icindeki daha
diistik kloriir konsantrasyonlar1 nedeniyle kloriir iyonlarini serbest birakarak hidrate
hale gelir (53). Sisplatinin bu sulu bilesim formu, niikleer ve mitokondriyal DNA'nin
niikleotidleri ile ¢apraz baglar kurarak kanser hiicrelerinin sinirsiz replikasyonunu
inhibe eder (53, 54, 55). Ek olarak, sisplatin siiperoksit anyonlar1 ve hidroksil
radikallerinin Gretimi yoluyla oksidatif strese neden olmaktadir (55).

Sisplatin, birden fazla mekanizma yoluyla antikanser aktivite gosterir, ancak en
kabul edilebilir mekanizmasi, DNA {izerindeki piirin bazlar ile etkilesime girerek
DNA lezyonlarinin iiretilmesini ve ardindan apoptoza yol acan birka¢ sinyal iletim
yolunun aktivasyonunu igerir (56). DNA lezyonlari olusturmak, mesajci
riboniikleikasit (MRNA) ve proteinlerin tretimini bloke etmek, DNA replikasyonunu
durdurmak, sonunda nekroz veya apoptoza yol agan ¢esitli transdiiksiyon yollarin
etkinlestirmek icin genellikle genomik DNA veya mitokondriyal DNA ile baglanir
(56).

Bu nedenle, platin bazli kemoterapi su anda yiiksek dereceli serdz over kanseri
olan hastalar igin, siddetli yan etkilere ve kullanimina bagli direng gelismesine ragmen
hala etkili bir tedavi olarak kullanilmaktadir (54, 55). Genellikle bu hastalar birinci
basamak tedaviden yararlanir, ancak sonrasinda kanser niksu ve kemorezistans
gelisebilmektedir (54, 55). Sisplatin direncinden kanser hiicrelerinde ilag birikiminin
azalmasi, ilacin glutatyon ve metallotioneinler ile reaksiyona girerek etkisiz hale
getirilmesi ve DNA lezyonlarinin daha hizli onarilmast sorumludur (56).

Sisplatinin  klinik smirlamalari, aragtirmacilart binlerce sisplatin analogu
olusturmaya yoneltmistir (56). Ancak diinya ¢apinda yalnizca ikisi (karboplatin ve
oksaliplatin) onaylanmistir ve birkagi klinik deneylere girmistir (56). Ancak platin

bilesiklerinin ¢ogu, sisplatine gore 6nemli bir avantaj gostermemektedir (56).

PAKLITAKSEL
Paklitaksel orijinal olarak Taxus brevifolia'dan izole edilen bir kemoterap6tik

ajandir (57, 58). Son yirmi yilda kemoterapide en dnemli ilerleme olarak kabul edilen
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ilk mikrotiibil stabilize edici ajandir (59). Antimitotik antikanser ajanlar ailesine aittir
ve B-tubulin alt birimlerine baglanarak mikrotiibiilleri stabilize ederek mitozu bloke
eder (57). Sonug olarak, paklitaksel hiicre bélinmesini bloke eder ve apoptotik hiicre
olumune yol acar (57). Klinik olarak over, meme, endometriyal, kiiglik hiicreli dis1
akciger kanseri, mesane ve Serviks kanseri dahil olmak tizere ¢esitli kanserlerde genis
aktiviteye sahip en yaygin kullanilan antineoplastik ajanlardan biridir (57, 59, 60). Ne
yazik ki, bir¢ok kanser ila¢ direnci gelistirmektedir (57). Bazi kanser hiicreleri, ilag
etkisine kars1 daha diisiik paklitaksel afinitesi olan mutasyona ugramis B-tubulini ifade
eder. (57). Bununla birlikte ila¢ direncinin en énemli mekanizmasi, ABC ailesinden
ilag tastyicilarinin agir1 ekspresyonudur (57). Bu mekanizmalar arasinda en 6nemlisi,
MDRI1 geni tarafindan kodlanan glikoprotein P'nin (P-gp, ABCB1) ekspresyonudur
(57).

Tiibiilinin mikrotiibiiller halinde birlesmesini 6nleyen diger tiibiilin baglayict
antikanser ilaglarin aksine, paklitaksel tiibiilinin mikrotiibiiller halinde birlesmesini
tesvik eder ve mikrotiibiillerin ayrigmasini dnleyerek hiicre dongiisii ilerlemesini bloke
eder, mitozu onler ve kanser hiicrelerinin buyumesini engeller (58). Profaz sirasinda,
mikrotubuller kromozomlari kutuplara dogru ¢ekmek igin bir ig olusturur (58). Daha
sonraki agsamalarda depolimerize olurlar ve ig yapisi ¢oziiliir (58). Paklitaksel tedavisi
tibdlin polimerizasyonunu destekler ve mitozun ilerlemesini engeller (58).

Bir dizi klinik denemeden sonra, ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA), 1992'de ileri
over kanseri tedavisi igin paklitaksel'i onaylamistir (58). O zamandan beri de
paklitaksel meme, kolorektal kanser ve mesanenin skuamoéz hicreli karsinomunun
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (58). Ayrica ikinci basamak tedavi olarak
AIDS ile iligkili Kaposi sarkomunun tedavisinde de kullanilir (58, 59, 60).

ALFA LIiPOIK ASIT

ALA, tum prokaryotik ve okaryotik hiicrelerde bulunan dogal bir antioksidan
bilesiktir (61). Insanlar da dahil olmak iizere bitkiler ve hayvanlar tarafindan kiigiik
miktarlarda sentezlenir (61). Tiyoasetik asit olarak da bilinen ALA, yapisinda kiikiirt
iceren kisa zincirli bir yag asididir (Sekil 4) (62). Cok sayida metabolik fonksiyonda
yer alan organik bir bilesiktir ve hem suda hem de yagda ¢dziiniir (63). Insanlarda

ALA, piruvat dehidrogenaz (PDG) ve o-ketoglutarat dehidrojenaz (KGDG)
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kompleksleri gibi enerji metabolizmasinda yer alan birkag mitokondriyal ¢oklu enzim
kompleksi i¢in temel bir yardimci faktér olarak gorev yapar (61, 63). Diyabet,
hipertansiyon, ateroskleroz, Down sendromu, bilissel islev bozuklugu, meme kanseri,
Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklar da dahil olmak lizere oksidatif stresle iligkili
patolojilerin ve bazi kanser tiirleri gibi birgok hastalik durumunun tedavisinde siklikla
kullanilir (61, 62). Arastirmacilar, bu kronik hastaliklari tedavi etmedeki etkinliginin
Otesinde, ¢esitli kanser tiirlerinde de olumlu etkilerini kanmitladilar (61). ALA'nin
terapotik bir ajan ve besin takviyesi olarak kullanimi hizla biiyiimektedir (62).
ALA'nin antioksidan etkisi, ROS'u temizleme ve endojen antioksidanlar1 yenileme
yetenegi nedeniyle hiicresel biiylimede énemli bir rol oynar (62, 63). ALA, serbest
radikal stpiricu olarak benzersiz bir 6zellik gosteren dihidrolipoik aside (DHLA)
indirgenir (62, 63).

Sekil 4. ALA kimyasal yapisi

ROS temizleyicileri olarak ALA'min iki karsit rol oynadigi soylenmektedir;
konsantrasyon ve redoks modiilasyonuna bagli olarak antioksidanlar ya da pro-
oksidanlar (62). Kiigiik dozlarda reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirarak normal
hicreleri korurlar. Bununla birlikte, belirli bir yiiksek esikte, kanser hiicrelerinde
apoptozu ve sitotoksisiteyi indikleyebilirler (62).

Calismalar, ALA'min eksojen wuygulamasimin cesitli kanser tiirlerinde
proliferasyonu engelledigini gostermistir (61). TUmor proliferasyonunun, epidermal
bliylime faktorii reseptorii (EGFR) dahil olmak {iizere farkli tirozin kinaz
reseptorlerinin (TKR'ler) agir1 ekspresyonundan kaynaklandig: ve PI3K/AKT, ERK ve
mTOR gibi onkojenik sinyal yollarinin aktivasyonuna yol actig1 iyi bilinmektedir (61).
Birlikte ele alindiginda, ALA, EGFR sinyal yollarin1 hedefleyerek énemli bir anti-
proliferatif rol oynar (61). Ayrica 6zellikle kanser gelisiminde rol oynayan c-Myc'nin
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aktivasyonunu bloke ederek ERK'nin fosforilasyonunu oOnler (61). Ayrica, ALA,
PI3K'nin aktivasyonunu engeller ve bu yollarin inhibisyonunu gii¢lendirir (61).
Antiproliferatif roline ek olarak, ALA doza bagh bir sekilde farkli kanser
hlcrelerinin apoptozisini indtkler (61). Apoptoz, pro- ve antiapoptotik proteinler
olmak tizere iki protein alt tipi tarafindan kontrol edilir (61). Calismalar, ALA'nin,
anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler arasindaki dengeyi diizenleyerek gesitli
kanser hiicre dizilerinde apoptozu destekleyen ROS iiretebildigini gostermistir (61).
AKT'nin fosforilasyonu, anti-apoptotik proteinlerin (Mcl-1, bcl-xL) indiklenmesini
ve pro-apoptotik proteinlerin (6rn. Bim, Nova, Bax) azalmasini tetikler (61). ALA (g
farkli diizeyde hareket eder; ilki AKT yolunu inhibe ederek anti-apoptotik proteinlerin
baskilanmasina ve pro-apoptotik proteinlerin artmasia neden olur (61). Ikincisi ROS
tretimi ile pro-apoptotik proteinlerin transkripsiyonunu indiikler (61). Uglinciisiit AKT
yolunu negatif olarak diizenleyen AMPK proteinini aktive eder (61) (Sekil 5).
ALA'nn anti-tiimor etkileri, pS3 proteininin artmasi yoluyla G1 fazinda hiicre
dongiisii durmasiyla gerceklesmektedir (62). p53, hiicre dongiisii kontrol noktalarini,
DNA onarimmini ve apoptozu modiile etmede dnemli bir rolii olan bir tiimor baskilayici
faktordlr (62). Ek olarak, p53, ROS iiretimi ve ROS kaynakli oksidatif stres ile
iliskilendirilmistir (62). Tamor hicrelerinin p53'ten yoksun oldugu bilindiginden,
ALA’nin da komsu normal hiicrelere kiyasla tiimor hiicrelerinde p53 gen

ekspresyonunu segici olarak arttirdig1 gosterilmistir (62).
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Sekil 5. ALA’nin tiimér olusumunda yer alan sinyal yolaklar1 ve apoptoz uzerindeki
etkileri (16)

invazyonda yer alan anahtar enzimler, 6zellikle MMP-2 ve MMP-9, tip IV
kollajeni bozar ve tiimdér hiicresi invazyonu ve malignitede cok 6énemli roller oynar.
ALA’nin meme kanseri hiicre dizilerinde doza bagimli bir sekilde MMP-2 ve MMP-9
MRNA ekspresyonunu azaltarak invazyonu inhibe ettigi gosterilmistir (61, 65). Bu
bulgularla uyumlu olarak ALA, E-cadherin'i artirarak ve N-cadherin, vimentin ve
aktive edilmis B-katenin'i azaltarak EMT surecini de inhibe etmektedir (61).

Yapilan calismalar, etkinliklerini artirmak i¢in ALA'y1 antikanser ilaglarla
birlestirmenin umut vadedeci oldugunu gostermektedir (61).

ALA kemoterapinin sitotoksisitesini arttirmadaki potansiyel roliine ek olarak,
hastalar1 ndropati, bagirsak hasar1 ve ishale kars1 koruyarak KT yan etkilerine kars1
onleyici bir role sahiptir (61).

Bu nedenle, ALA, proliferasyon, invazyon, migrasyon, EMT ve apoptoz ile ilgili
sinyal yollarinin ¢ogunda birka¢ ayirt edici 6zelligi etkileyerek c¢esitli kanser
modellerinde anti-ttimor aktiviteler sergilemektedir (Sekil 6) (61).

Bu nedenle ALA, kanser karsiti tedavileri gelistirmek i¢in umut verici bir

molekdl olabilecegi ongorilmektedir (61).
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Sekil 6. ALA nin tiimdr olusumunda yer alan sinyal yolaklar1 izerindeki etkileri (Yesil

oklar ve cergeve aktivasyonu; kirmizi oklar ve ¢ergeveler inhibisyonu gosterir)
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MATERYAL VE METOD

CALISMALARDA KULLANILAN KIMYASALLAR VE SARF
MALZEMELER

RPMI 1640 (Roskuyucuklu Park Memorail Institute) with L-glutamine, with
25mM HEPES (CAPRICORN), Fetal Bovin Serum (FBS) (GIBCO), Penicillin-
streptomisin  (CAPRICORN), Dulbecco's Phosphate buffered saline (PBS)
(CAPRICORN), Trypsin-EDTA (Biological Industries), TRIzol Reagent (Invitrogen),
Isopropanol (Sigma), Ethanol (Honeywell), Methanol (Honeywell), Primerler
(Sentebiolab), Kristal Viyole (BioShop), Dimetil stlfoksit (DMSO) (Roche), Sterile
Water Molecular Grade (Multicell), 6, 24, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1 (NEST),
96- Kuyucuklu PCR Array Plak (Thermo), T25 flask ve T75 Flask (Cellstar), Falcon
Tupl (Cellstar), rezervuar (NEST), RIPA (Milipor), Sisplatin (Cayman Chemical
Company Item: 13119), Paklitaksel (Cayman Chemical Company Item: 10461), Alfa
Lipoik Asit (Sigma, Lot # WXBC8687V)

Calismada kullanilan diger tiim kimyasal maddeler analitik derecede ve yiiksek

saflikta olacak sekilde ticari kaynaklardan elde edilmistir.

CALISMALARDA KULLANILAN CIHAZLAR

CO2’li inkiibatér (Nuaire DHD AutoFlow CO; Air Jacketed Incubator),
Biological Safety Cabinets Class Il Laminar Flow (Teknomar Chemocell LRCX-UV),
inverted mikroskop  (Olympus CKX41), su banyosu (Memmert), otomatik
mikropipetler (10, 200, 1000 pl’lik) (Brand), hassas terazi (Denver Instrument SI 234),
Nanodrop Spectrophotometer ND-1000 (Thermo), santriftj (Hettich Zentrifugen
Rotofix 32), mikro-santriflij (Hettich Zentrifugen Mikro 200R), Sogutmali Santrifiij
(Hettich Zentrifugen), Thermal cycle (Techne TC-3000), RT- PCR (Thermo Scientific
PikoReal 96), -20 Derin Dondurucu (BEKO), No Frost Buzdolab1 (BEKO), kuru
inkubator (Nuve incubator EN 120), Vorteks (Dragon Lab MX F), -80°C Dondurucu
(Nuaire), Arthur Image Based Cytometer
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CALISMALARDA KULLANILAN KIiTLER

BI Cell Proliferation Kit XTT based Colourimetric Assay (REF: 20-300-1000,
LOT: 2046899), Corning Matrigel Invasion Chamber 24 well plate 8.0 micron (Lot
7338003), Total Antioxidant Status Assay Kit (Rel Assay Diagnostics Lot MT
20116A), Total Oxidant Status Assay Kit (Rel Assay Diagnostics Lot MT 201280),
cDNA (Komplementer Deoksiribo Nukleik Asit) Synthesis Kit with Rnase Inhibitor
(High Capasity) (A.B.T. Lot W4F0121-04), 2X qPCR SYBR-Green MasterMix-
without ROX (A.B.T. Lot W2C0221-Q4), ELISA KIT’leri (Bioassay Technology
Laboratory), Human Phospho-AKT ELISA Kit (Lot 202104006), Human Phospho-
Mammalian target of rapamycin ELISA Kit (Lot 202105004), Human phospho
forkhead box O1 ELISA Kit (Lot 202104006), Human Mitogen activated protein
kinase ELISA Kit (Lot 202104006), Annexin-V-Floresanin Izotiyosiyanat (FITC) /
Propidyum Iyodiir (Pl) Apoptosis Kit (A.B.P. Lot AB 2126A1), TUNEL
Chromogenic Apoptosis Detection Kit (A.B.P. Catalog Number A049)

OVCAR-3 HUCRE HATTININ TEMINi VE HUCRE KULTURU

OVCAR-3 hicreleri over kanserinin en sik goriilen epitelyal alt tipinden olan
insan ovarian adenokarsinoma hiicreleridir. Calismamizda kullanilan hiicreler daha
once ATCC’den alinan ve laboratuarimizda stoklanan hiicre dizinidir. Deneyler
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histololoji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 hiicre

kiiltiirli laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Sekil 7. Calismamizda kullandigimiz OVCAR-3 hicrelerinin  4X inverted

mikroskobik gorintisi
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OVCAR-3 hicrelerinin rutin kiltir basamaklari; hiicrelerin kiltiir ortaminda
cogaltilmasi, pasajlanmasi, ekim icin sayilmasi, kullanilacak kiiltiir plakalarina
ekilmesi, dondurulmasi ve ¢oziilmesini kapsamaktadir.

In vitro kosullarda yapilan hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan besi ortamui, hiicrelerin
bu kosullarda yasamalari, blylime ve bolinmeleri icin gereksinim duyduklari
maddeleri igcerecek diizeyde olmalidir. Calismamizda kullanilan besi ortami %10 FBS,
%1 L-glutamin, penisilin (100 U/ml) + streptomisin (100 mikrogram [ug]/ml) iceren
RPMI 1640 besi yeridir. Hiicrelerin proliferasyonu, pasajlanmalar1 ve takip islemleri
inverted mikroskop ile izlendi. Hicreler kendileri icin uygun kultlr ortami olan
37°C’de, %95 nem ve %5 CO2’li inkibatorde takip edildi, %80-90 sikliga
eristiklerinde ¢aligmalar yapildi.

Hiicreler ¢ogaltilma ve pasajlanma isleminde; RPMI 1640 besi yeri ile T25
flasklara ekildi ve 37°C’de, %95 nem ve %5 CO>’li etiivde iki giinde bir besi ortamlari
tazelenerek inkibe edildi. Monolayer olup tutunarak iireyen hiicrelerin pasajlanmasi
icin ilk olarak yapistiklar: ylizeyden ayrilmalar1 gerekir. Flasklar oncelikle PBS ile
yikanip 6li hiicrelerden ve hiicre artiklarindan iyice arindirildi sonrasinda bunlar
aspire edildi. Devaminda tripsin ilave edilerek hiicrelerin flask yuzeyinden ayrilmasi
saglandi. Flask igerisindeki hiicre-ortam karigimi 15 ml'lik falkonlara aktarilip 1500
rpm 'da 4 dakika santrifiij edilip siipernatant uzaklastirildi. Coken hticreler taze besi
yeri ile homojenize edilerek uygun oranda flasklara ekimi gergeklestirildi. Hlcrelerin
yeniden flaska yapisip ¢ogalmalarinin saglanmasi i¢in inkiibasyona birakildi.
Hicrelerin sayim asamasinda tripan mavisi boyasi kullanildi. Tripan mavisi sadece 61U
hiicrelerin membranlarindan gegebildigi i¢in 6lii hiicreler mavi (boya almis) ve canli
hiicreler boya almamis olarak goriiliir. Bu hiicre sayim asamasini gergeklestirebilmek
icin hiicreler yukarida bahsettigimiz tripsinizasyon isleminden gecti. Santrifij
sonrasinda kalan pelet izerine 5ml taze besi yeri eklendi. 1ml’lik ependorf tipe, 45
mikrolitre (ul) tripan mavisi tizerine 5 ml’lik hiicre siispansiyonundan 5 pl eklenerek
hilcre suspansiyonu 10 kat dile edildi. Bu karisimdan 10 pl alinarak neubauer lamina
eklendi. Boylece canli hiicre sayimi1 gerceklestirildi ve bu agama hiicre ekimi yapilacak
her bir deney testi igin ayr1 ayri yapilarak calismaya gore gesitli sayilarda ekim

gerceklestirildi.
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Hiicrelerin dondurularak saklanmasi, kriyotiipler igerisinde DMSO kullanilarak
yapildi. Hiicrelerin dondurulmast, tripsinizasyon ve santrifiij basamaklart yapildiktan
sonra 1,5 ml hacimli kriyotiiplere, 9:1 oraninda besiyeri ile siispanse hiicre ve DMSO
(%10 DMSO) konularak gergeklestirildi. Kriyotiplere konulan hiicreler daha sonraki
calismalarda kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edildi.

Dondurulmus hiicrelerin yeniden ¢oziiliip ekilmesi asamasinda Kriyotlpteki
hiicreler hizl1 bir sekilde 37°C’de su banyosunda ¢6zllup biraz taze besi yeri eklenerek
once falkona alinip santrifiij edildi, DMSO igeren besi yeri uzaklastirildi. Ardindan
taze besi yeri ile homojenize edilerek kiiltiir kaplarina ekilip uygun kiiltiir ortaminda
inkibe edildi.

XTT TESTi (HUCRE CANLILIGI TESTI)

ALA, sisplatin, paklitaksel degisen dozlarda OVCAR-3 hiicrelerine uygulanip
zamana ve doza bagimli olarak hiicre canliliginin tespiti ve htcrelerin ylizde ellisinin
(%50) yasadigr dozu (ICso) saptamak i¢in XTT hiicre proliferasyon testi kullanildi.
Calismada kullanilan Sisplatin (Cayman Chemical Company Item: 13119), Paklitaksel
(Cayman Chemical Company Item: 10461), Alfa Lipoik Asit (Sigma, Lot #
WXBCB8687V) > %98 saflikta temin edildi.

Bu testte suda eriyebilen bir madde olan XTT nin canli hiicrelerde turuncu renkli
formazon bilesenlerine indirgenmesi prensibi kullanilmaktadir. Boyanin yogunlugu
bir spektrometre ile okutulmakta ve metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantili
olan formazon olusumu sayesinde hiicre canlilif1 testi sonuclart hizli bir sekilde
degerlendirilebilmektedir.

Kullandigimiz maddelerin sitotoksisitesi ve doz ile zamana bagl etkisi “BI Cell
Proliferation Kit XTT based Colourimetric Assay (REF: 20-300-1000, LOT:
2046899)” ile yapildi. Toz halinde bulunan maddeler ¢esitli dozlarda %210 serumlu tam
besi ortaminda binde bir oraninda DMSO iginde ¢oziildi ve konsantrasyonlari
ayarlanarak etkileri arastirildi. Secilen konsantrasyon araligi literatiir bilgileri dikkate
alinarak belirlendi. Test kit protokoliine gore gerceklestirildi.

Hiicreler 96 kuyucuklu hticre kultiirii plakalari icine 1x10%kuyucuk OVCAR-3
hicresi olacak sekilde 100 ul RPMI iginde ekildi. Hiicreler yiizeye yapismalari igin 37

°C’de %S5 CO- iceren inkibatorde 24 saat bekletildi. 24 saatin sonunda besi yeri aspire
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edildi. Ardindan ALA igin, 25 puM, 50 puM, 100 puM, 125 puM, 250 pM, 500 pM, 750
MM, 1 milimolar (mM); Sisplatin i¢in, 0,0625 puM, 0,125 uM, 0,25 uM, 0,5 uM, 1 uM,
2 UM, 4 uM, 8 uM, 16 pM, 32 uM, 64 uM, 128 uM; Paklitaksel icin, 1 nM, 5 nM, 10
nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM c¢alisma konsantrasyonlar1 %10 serumlu tam besi ortami
icinde hazirlandi. Hazirlanan dozlar 100 pl besi yeri ortami i¢inde kontrol kuyucuklari
disindaki kuyucuklara uygulandi. Her doz triplike ¢aligildi. Ayn1 zamanda zamana
bagl etkiyi de arastirmak i¢in 24, 48 ve 72. saatler i¢in doz uygulandi. 24 saat sonunda
her kuyucuk icin 100 ul besi yeri, 50 ul XTT reagent solution A, 1 pul XTT activator
solution (aktivator) karigimi hazirlanip kuyucuk basina ilave edildi (Kit kullanimina
gore). Ardindan hiicreler 37°C’de %5 CO> igeren inklbatorde 4 saat inklbe edilip
calisilan gruplarin absorbans degerleri ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve 630
nm referans araliginda okundu. Hiicre canlilig1 yiizdesi her bir kuyucukta 6l¢iilen optik
dansite degerinin kontrol optik dansite degerine boliinmesi ve yiiz ile ¢arpilmasi ile
hesaplanarak ICso oranibelirlendi.
Hiicre canlilig1 (%) = (Madde uygulanan grubun absorbans degeri /Kontrol
grubunun absorbans degeri) x100
24, 48 ve 72. saat degerlerine gore ¢ikan sonuglarla AAT Bioquest programi
kullanilarak ICsp degerleri hesaplandi.
Ardindan elde edilen 1Cso dozlar iizerinden kombine dozlar i¢in XTT deneyleri
24, 48, 72 saat icin 3 tane 96 kuyucuklu plakaya 1x10%kuyucuk hiicre ekilerek
uygulandi. Deney gruplar asagidaki gibi segildi:
e Kontrol
e ALA ICxo
o Sisplatin ICso + Paklitaksel 1Cso
e ALA ICs+ Sisplatin ICso + Paklitaksel I1Cso

TRIZOL REAGENT ILE TOTAL RNA IZOLASYONU

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla kontrol ve doz
gruplarinda RNA izolasyonu yapildi.

1. Her kuyucuk basma 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plaklara hiicre
ekimi yapildi. XTT ile tespit edilen ICso dozlari ve kontrol gruplarmma madde

uygulamasi sonrasi belirlenen ICso stiresi kadar inkibe edildi.
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2. Hucreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarindan, bir kuyucuk basma 500 ul olacak
sekilde Trizol ilave edilip scraper kaziyici ile tamamen kaldirilip ependorf tiiplere (1
ml'lik) aktarildi.

3. Her bir ependorf tiipe 200 ul kloroform eklenip ve iyice pipetlenip vortex
yapildiktan sonra tekrar oda sicakliginda 15 dk inkibe edildi.

4. Sogutmali santrifiij ile +4°C” de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilip renksiz
olan st faz toplandi, ependorf tiplere alindu.

5. Toplanan iist fazin tizerine 250 pl izopropanol eklenip pipetlendi ve 10 dk oda
sicakliginda inktbasyonu yapildi.

6. Sogutmali santrifiijde +4°C’de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

7. Peletin {izerine 500 pl molekiler biyolojik grade %70’lik ethanol eklendi.
(%70’lik yapmak i¢in molekiiler grade steril water kullanildi)

8. Sogutmali santrifiijde +4°C’de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij yapild.

9. Siipernatant atilip pelet kisa bir siire hava ile kurutuldu.

10. Pellet 40 ul RNase-DNase free water ile ¢ozild(.

Izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve safligi Nanodrop cihazi (Thermo)
yardimu ile tespit edildi.

Nanodrop cihazi RNA konsantrasyonlarint otomatik olarak hesaplayip
vermektedir. Hesaplama islemini 260nm Abs x 40 formiilasyonuna gore
hesaplamaktadir. izole edilen RNA'larin safliklar1 spektrofotometrede 260 nm ve 280
nm ile yapilan dl¢limlerin karsilastirilmasindan hesaplanir. 260/280 orani, drneklerin
safligr ile ilgili tahmini bir karsilastirma olanagi sunar. Dogru 6rnek kalitesini
degerlendirmek i¢in 260/280 oranlar1 genel spektral kalite birlikte analiz edilir.

Elde edilen RNA lar ependorf icinde -20 °C veya -80 °C de saklanabilir.

CDNA SENTEZI

Izole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi icin cDNA Synthesis Kit with Rnase
Inhibitor (High Capasity) ile oligo d(T) primeri ve Revers Transkriptaz enzimi (RT)
kullanilarak tiretici firmanin protokolii dogrultusunda gergeklestirildi.
Kit igerigi:

1. RTase (200U/ul)

2.10X Reaction Buffer
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3.RNase Inhibitor (40U/pul)

4.20X dNTP mix (2.5mM each)

5.Random hexamer (50pM)

6. RNase free water

Total RNA: 10ng-5ug

Poly(A)+ RNA:1ng-500ng
Protokol:

1. 2X RT master mix hazirlanisi: hacim toplami 10 pl olmali

Without RNase inh: With RNase inh
10X Reaction Buffer---—> 2 pl 2 ul

20X dNTP mix 1l 1l

Random hexamer. 2 ul 2 ul
WizScript™ RTase. 1 ul 1pl

RNase Inhibitor. - 0,5 ul

RNase free water. 4 ul 3,5 ul

(Islemlerin hepsi buz iistiinde yapildi)
2.10 pl 2X RT master mix den mikrosantrifiij tiipe alindi.
3.10 pl RNA 6rnegi eklendi. Pipetlendi.
4.Mini santriftj ile baloncuklar elimine edildi.
5.Termal cycle a yerlestirildi. Termal cycle programa:
25°C > 10 dk
37°C - 120 dk
85°C > 5dk
+4 9C de = bir siire kalabiliyor

Termal cycle sonras1 ependorflar RT-PCR yapmak (izere -20°C’de muhafaza edildi.

GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (REAL-
TiME PCR, RT-PCR)

Gen ekspresyon lriiniiniin kantitasyonu amaciyla kullanilan hassas molekiiler
bir metottur. Bu yontem ile RNA o6rnekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede
analiz edilebilmekte ve ¢ok sayida o6rnek calisilabilmektedir. RT-PCR’da iiriinlerin

analizi reaksiyon esnasinda yapilmaktadir. Calismamizda 96 kuyucuklu mikroplaka
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okuyabilen RT-PCR sistemi kullanilmigtir. ALA, sisplatin, paklitaksel uygulamasi
sonrasinda hiicre dizininden total RNA izolasyonu yapildi ve takiben elde edilen
RNA’larin miktar ve kalitesi tespit edildi. Sonrasinda, total RNA’lardan cDNA
Synthesis Kit with Rnase Inhibitor (High Capasity) ile cDNA sentezi gergeklestirildi.
cDNA sentezinden sonra, mMRNA seviyelerindeki ekspresyon diizeyleri farkliliklart
RT-PCR yontemi ile belirlendi. Biitiin doz gruplart i¢in her bir gen triplike olarak
calisildi. ALA, sisplatin ve paklitaksel tekli ve kombine uygulamalarinin OVCAR-3
hlcrelerinde kontrol grubuna gére apoptoz, hiicre dongust, PI3K-AKT yolag: ve
tUmor hiicresi adezyonlartyla iliskili genlerin ifadelerinin nasil degistigi ve istatistiksel
olarak anlamlilik degerleri arastirildi. Bu amacla oncelikli olarak panelde yer alan
genlere uygun gomiilii primerler i¢in cihazda yapisma sicakliklari ve dongii sayisi
optimizasyonlar1 yapildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen Cq (quantification cycles)
degerleri dikkate alinarak kontrol ve doz gruplarindaki gen ifadelerindeki degisim
hesaplandi. Her panelde referans—housekeeping genler PCR kontrol grubunda yer
alarak hedef genlerdeki rolatif degisikligi analiz etme imkani sunmaktadir. PCR
sirasinda elde edilen amplikonlar (¢ogaltilan gen iiriinii), dogrudan logaritmik artisa
gectikleri dongii say1sina gore degerlendirildi. Once konsantrasyonu bilinen segtigimiz
housekeeping gen beta-aktin’in bir standartamplifikasyon egrisi olusturulmus ardindan
calisilan 6rnekteki gecis noktasina gére cDNA’nin rolatif miktar: kantitasyon software
tarafindan belirlendi. Elde edilen veriler Cq olarak kaydedildi. Analizi gerceklestirilen
genlerin ve referans gen olarak normalizasyonda kullanilan housekeeping genin (beta-
aktin) primer dizileri Tablo 4’te gosterilmistir. Genlerin reverse ve forward dizileri
Tablo 4’te verildi. Diziler OriGene (https://www.origene.com/) online web sayfasi ve

kullanilarak dizayn edildi.

Tablo 4. RT-PCR’da analiz edilen genlerin primer listesi

Genler Primer Dizisi
beta Actin F: CACCATTGGCAATGAGCGGTTC
R: AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
BCL 2 F: ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT
R: GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC
BAX F: TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG
R: TGTGTCCACGGCGGCAATCATC
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p53 F: ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT
R: GTGGTACAGTCAGAGCCAACC
TNF alpha F: CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG
R: ATGGGCTACAGGCTTGTCACTC
MMP 2 F: AGCGAGTGGATGCCGCCTTTAA
R: CATTCCAGGCATCTGCGATGAG
MMP 9 F: GCCACTACTGTGCCTTTGAGTC
R: CCCTCAGAGAATCGCCAGTACT
MMP 11 F: GAGAAGACGGACCTCACCTACA
R: CTCAGTAAAGGTGAGTGGCGTC
MMP 3 F: CACTCACAGACCTGACTCGGTT
R: AAGCAGGATCACAGTTGGCTGG
TIMP 1 F: GGAGAGTGTCTGCGGATACTTC
R: GCAGGTAGTGATGTGCAAGAGTC
TIMP 2 F: ACCCTCTGTGACTTCATCGTGC
R: GGAGATGTAGCACGGGATCATG
TIMP 3 F: TACCGAGGCTTCACCAAGATGC
R: CATCTTGCCATCATAGACGCGAC
P16 F: CTCGTGCTGATGCTACTGAGGA
(CDKN2A) R: GGTCGGCGCAGTTGGGCTCC
CDK4 F: CCATCAGCACAGTTCGTGAGGT
R: TCAGTTCGGGATGTGGCACAGA
CDK6 F: GGATAAAGTTCCAGAGCCTGGAG
R: GCGATGCACTACTCGGTGTGAA
PI3K F: GAAGCACCTGAATAGGCAAGTCG
R: GAGCATCCATGAAATCTGGTCGC
AKTL F: TTCTGCAGCTATGCGCAATGTG
R: TGGCCAGCATACCATAGTGAGGTT
RAPTOR F: GATCGTCAACAGCTATCACACGG
(MTOR1) R: CGAGTCGAAGTTCTGCCAGATC
RICTOR F: GCCAAACAGCTCACGGTTGTAG
(MTOR?2) R: CCAGATGAAGCATTGAGCCACTG
PDK-1 F: CATGTCACGCTGGGTAATGAGG
R: CTCAACACGAGGTCTTGGTGCA
EIF 4E-BP1 F: CACCAGCCCTTCCAGTGATGAG
R

- CCTTGGTAGTGCTCCACACGAT
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Gergek zamanli RT-PCR ile kontrol grubu ve dozlarin uygulanmis oldugu
gruplar arasindaki genlerin ekspresyonlarinin nasil degistigi custom olarak dizayn
edilen plaka ile belirlendi (Sentebiolab). Primerlerin gomiilii oldugu plakalar i¢in Real-
Time PCR'da reaksiyon karisimi orani, kite gore hazirlanip ¢oklu mikropipet

yardimiyla plakalara yiiklendi (Tablo 5).

Tablo 5. RT-PCR reaksiyon karisimi

Gerg¢ek Zamanh PZR Reaksiyon Karisimi (96 kuyucuklu plaka icin; bir reaksiyon)

Master Mix 5 ul
cDNA 1l
Niklease Free Water 3,4 ul
F-R mix den 0,6 ul
Son Hacim 10 pl

(Bir kuyucuk igin 10 pl koyuyoruz)

Firmanin belirtmis oldugu (Sentebiolab) sulandirma katsayilari dogrultusunda
100pmol luk reverse ve forward ana stoklari olusturuldu. Sonrasinda 10pmol luk PCR
stoklar1 hazirlandi. Bunun igin; 10 pl Forward, 10 pl Reverse, 80 pl Niiklease Free
Water’dan alinip 100 pl lik 10 pmol lik PCR igin hazirlanmis stok elde edildi. Hepsi

deney zamanina kadar -20°'C de muhafaza edildi.

ELISA DENEY]

6 kuyucuklu plaklara her grup igin ii¢ kuyucuk olacak sekilde ve 3X10°/kuyucuk
hicre ekimi yapildi. Ertesi giin hiicreler plakalara yapisip konfluent hale geldiginde
ilag dozlar1 uygulandi. I1Csp siiresi olan 48 saat doldugunda hiicrelerin besi yeri alindi.
PBS ile kuyucuklar yikandi. Ardindan her kuyucuga 350 ul RIPA soliisyonu koyuldu.
Hiicreler kaziyici yardimi ile kaldirilip ependorf tiiplere toplandi. -20°C’ye kaldirilip
deney ginine kadar muhafaza edildi. Calismamizda OVCAR-3 hicreleri (izerinde
ALA, Sisplatin ve Paklitaksel maddelerinin uygulamalarinin p-MTOR, p-FOXO1, p-
AKT, MAPK protein seviyelerine olan etkisi ELISA yontemi ile degerlendirildi.

Human Phospho-AKT ELISA Kit:

Cat.No E4531 Hu

Bioassay Technology Laboratory
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Ana stok standart (std): 8000ng/L

4000ng/L standart stok soliisyonu olusturmak i¢in ana stok standartin 120 pl 'si
(8000ng/L) 120 ul standart seyreltici ile sulandirildi. 2000ng/L, 1000ng/L, 500ng/L ve
250ng/L soliisyonlari tiretmek icin standart stok soliisyonunu (4000ng/L) 1:2 standart
seyreltici ile seri olarak seyreltildi. Standart seyreltici sifir standart (Ong/L) olarak

kabul edilir. Onerilen standart ¢dzeltilerin seyreltilmesi asagidaki tablodaki gibidir:

Tablo 6. Ana stok standart ¢ozeltinin seyreltilmesi

4000ng/L Std No.5 120 pl std diluent + 120 pul orginal std

2000ng/L Std No.4 120 pl std diltent + 120 pl Std No.5

1000ng/L Std No.3 120 pl std diltient + 120 pl Std No.4

500ng/L Std No.2 120 pl std diluent + 120 pl Std No.3

250ng/L Std No.1 120 pl std diluent + 120 pl Std No.2
120 ul 120 ul 120 ul 120 ul 120 pl

% VA Y Y YR Zero Standard

senill’

standart Std No.5 Std No.4 Std No.3 Std No.2 Std No.1
konsantrasyon
8000ng/L 4000ng/L | 2000ng/L | 1000ng/L 500ng/L 250ng/L

Yikama tamponu hazirlama:
500 ml 1x yikama tamponu elde etmek i¢in 20 ml Yikama Tamponu Konsantresi 25
kat deiyonize veya distile su ile seyreltildi. Konsantrede kristaller olusmussa, Kristaller
tamamen eriyene kadar hafif¢e karistirildi.

25x ana stok + 500ml distile su
Deney basamaklari:
1. Kullanmadan dnce tum reaktifler oda sicakligina getirildi. Deney oda sicakliginda

gerceklestirildi.
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2. Standart kuyuya 50 pl standart eklendi. (Standart ¢ozelti biyotinlenmis antikor
icerdiginden, standart kuyuya antikor eklenmez.)

3. Numune kuyularia énce 40 pl 6rnek ardindan bu kuyulara 10 pl antikor eklendi ve
sonrasinda numune kuyularina ve standart kuyulara 50ul streptavidin-HRP eklendi
(Kor kontrol kuyusuna eklenmez). lyice karistirildi. Plaka bir kapatici ile ortildi.
37°C'de 60 dakika inkibe edildi.

4. Kapatici ¢ikarilarak plaka yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Kuyular her yikama
i¢in 30 saniye ila 1 dakika arasinda 300 pl yikama tamponu ile yikandi.

5. Her kuyuya 50 pl substrat soliisyonu A ardindan her kuyuya 50 pl substrat
solusyonu B eklendi. Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca yeni bir kapatici ile
kaplanmuis plak inkiibe edildi.

6. Her kuyuya 50 pl stop soliisyonu eklendi, maviden sariya renk doniisiimii izlendi.
7. Stop solisyonu eklendikten sonra 10 dakika iginde 450 nm'ye ayarlanmis bir
mikroplaka okuyucu kullanarak hemen her kuyunun optik yogunlugunu (OD degeri)

belirlendi.

Human Phospho-Mammalian target of rapamycin ELISA Kit:
Cat.No E4485Hu
Bioassay Technology Laboratory
Ana stok standart (std): 24ng/L
12ng/L standart stok soliisyonu olusturmak i¢in ana stok standartin 120 pl 'si (24ng/L)
120 pl standart seyreltici ile sulandirildi. 6ng/L, 3ng/L, 1.5ng/L ve 0.75ng/L
soliisyonlar1 tiretmek igin standart stok sollisyonunu (12ng/L) 1:2 standart seyreltici
ile seri olarak seyreltildi. Standart seyreltici sifir standart (Ong/L) olarak kabul edildi.

Onerilen standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi asagidaki tablodaki gibidir:

Tablo 7. Ana stok standart ¢ozeltinin seyreltilmesi

12ng/L Std No.5 120 pl std diltient + 120 pl orginal std
6ng/L Std No.4 120 pl std diltent + 120 ul Std No.5
3ng/L Std No.3 120 pl std diltient + 120 pl Std No.4
1.5ng/L Std No.2 120 pl std diltent + 120 pl Std No.3
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0.75ng/L Std No.1 120 i std diluent + 120 pl Std No.2
120 pl 120 ul 120 ul 120 pl 120 ul
/"_\\ /"_\ /"_\ /_\\ /_\\ Zero Standard
-
-
" \/
standart Std No.5 Std No.4 Std No.3 Std No.2 Std No.1
konsantrasyon
24ng/L 12ng/L 6ng/L 3ng/L 1.5ng/L 0.75ng/L

Yikama tamponu hazirlama ve deney basamaklari yukaridaki gibidir.

Human phospho forkhead box O1 ELISA Kit:

Cat.No E4227hu

Bioassay Technology Laboratory

Ana stok standart (std): 16ng/L

8ng/L standart stok soliisyonu olusturmak i¢in ana stok standartin 120 pl 'si (16ng/L)

120 pl standart seyreltici ile sulandirildi. 4ng/L, 2ng/L, 1ng/L ve 0.5ng/L soliisyonlari

uretmek icin standart stok sollisyonunu (16ng/L) 1:2 standart seyreltici ile seri olarak

seyreltilir. Standart seyreltici sifir standart (Ong/L) olarak kabul edildi. Onerilen

standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi asagidaki tablodaki gibidir:

Tablo 8. Ana stok standart ¢dzeltinin seyreltilmesi

8ng/L Std No.5 120 pl std diltent + 120 pl orginal std
4ng/L Std No.4 120 pl std diltent + 120 ul Std No.5
2ng/L Std No.3 120 pl std diltient + 120 pl Std No.4
1ng/L Std No.2 120 pl std diltent + 120 pl Std No.3
0.5ng/L Std No.1 120 pl std diltent + 120 pl Std No.2
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120 ul 120 ul 120 ul 120 pl 120 pl

%/"\ R Y YR YR Zero Standard

ssesl

standart Std No.5 Std No.4 Std No.3 Std No.2 Std No.1
konsantrasyon
16ng/L 8ng/L 4ng/L 2ng/L 1ng/L 0.5ng/L

Yikama tamponu hazirlama ve deney basamaklar1 yukaridaki gibidir.

Human Mitogen activated protein kinase ELISA Kit:
Cat.No E5688Hu
Bioassay Technology Laboratory
Ana stok standart (std): 4800ng/L
2400ng/L standart stok soliisyonu olusturmak igin ana stok standartin 120 pl 'si
(4800ng/L) 120 pl standart seyreltici ile sulandirildi. 1200ng/L, 600ng/L, 300ng/L ve
150ng/L soliisyonlar1 iiretmek igin standart stok soliisyonunu (2400ng/L) 1:2 standart
seyreltici ile seri olarak seyreltildi. Standart seyreltici sifir standart (Ong/L) olarak
kabul edildi. Onerilen standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi asagidaki tablodaki gibidir:

Tablo 9. Ana stok standart ¢dzeltinin seyreltilmesi

2400ng/L Std No.5 120 pl std diltent + 120 pl orginal std
1200ng/L Std No.4 120 pl std diltent + 120 pl Std No.5
600ng/L Std No.3 120 pl std diltient + 120 pl Std No.4
300ng/L Std No.2 120 pl std diltent + 120 pl Std No.3
150ng/L Std No.1 120 pl std diltent + 120 pl Std No.2
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120 ul 1200wl 120 ul 120 pl 1200l

% TN T N SN T N S Zero Standard

suasl’

standart Std No.5 Std No.4 Std No.3 Std No.2 Std No.1
konsantrasyon
4800ng/L 2400ng/L | 1200ng/L 600ng/L 300ng/L 150ng/L

Yikama tamponu hazirlama ve deney basamaklari yukaridaki gibidir.

INVAZYON KAPASITESININ BELIRLENMESI (MATRIGEL
INVAZYON TESTI)

Deney gruplarindaki ilgili hlcrelerin invazyon kapasitesi ‘matrigel invasion
chamber’ invazyon kaplar1 (Corning) kKullanilarak 24 kuyucuklu kultur plakalarinda
arastirildi. Bu invazyon odaciklarinin hiicrelere sagladiklari 6zel sartlar sayesinde in
vitro kosullar altinda hiicrelerin invaziv 6zellikleri saptanabilmektedir. Invazyon
odaciklar1 8 mikron ¢apli porlar igeren matrigel matrix kapli bir membran ile ortiiliidiir.
Bu matrigel matrix bazal membrani in vitro kosullarda olusturma imkani
saglamaktadir. Bu membran invaziv 6zelligi olmayan hiicrelerin membranin diger
yuzeyine gecmesini engellerken invaziv 6zelligi olan hiicreler membranin diger
yuzeyine gecebilmektedir. Bu sayede matrijel kapli membran invaziv ve invaziv
olmayan hiicreleri birbirinden ayirabilmektedir.

Deneyde kisaca, 24 kuyucuklu plakaya matrigel chamber: yerlestirmeden 6nce
invazyon kuyucugunun alt odacigina 750 pl serumlu besi yeri koyuldu. invazyon
odacigimin disinin kemoatraktan olmasi saglandi. Matrigel membranmn (8 um por
aciklikl) Gist kismina ise, gece boyunca serumsuz kiiltiir ortaminda, dozlar1 uygulanan
OVCAR-3 hiicreleri eklendi. Doz gruplari igin penisilin-streptomisin igeren ama FBS
(serum) olmayan besi yerinde hazirlandi. Her invazyon odasinda 25x10° hiicre olacak

sekilde FBS icermeyen besi yerinde dozlar1 hazirlandi. Her kuyucukta 500 pl olacak
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sekilde kuyucuklara doz gruplarinin hicrelerini uyguladik. Hiicreler 48 saat 37°C’de
%5 CO2’li inkiibatorde bekledi.

Invaziv karakterli hiicreler seruma kemoatrakt yaparak 8 um capl porlar ile
ortiilliic matrigel matriks ortamindan gegtiler. Matrigel matrikste bulunan invaziv
hicreler metanol ile fikse edildikten sonra kristal viyole ile boyanarak mikroskop
altinda 40X biiyiitmede sayildu.

Inkiibasyon saatinin sonunda invaziv ézellikte olan hiicreler invazyon odaciginin
membraniin dig ylizeyine gececeklerinden invazyon odaciginin igindeki besi yeri
uzaklastirildi. Gece boyunca inkiibasyonu takiben membranin st kisminda kalan
invaze olmamis hiicreler kulak pamugu ¢ubugu ile silinerek temizlendi. invaziv olan
dis ylzeydeki hucreler, 6nce 2 ml metanol ile fikse edildi, ardindan da 1 ml kristal
viyole ile boyanarak 1s1k mikroskobunda sayilarak degerlendirildi. Deney basamaklari
asagidaki gibidir:

48 Saat sonra

1.Kuyucuklardaki besi yerleri dokuldu.

2. 2 defa PBS ile yikandi.

3.750 pl disma 500 pl champer icine daha 6nceden -20 ye sogumasi i¢in biraktigimiz
methanol uygulandi.

4. -20°C’de 10 dk inkiibe edildi.

5. Methanol pipetle cekildi.

6. 750 pl disia 500 pl igine kristal viyole boyasi konuldu. 3-5 dk arasinda kabin i¢inde
bekletildi.

7. PBS ile boyadan arinana kadar yikandi.

8. Isik mikroskopunda fotograflari ¢ekildi.

KOLONIi OLUSUM DENEYI

Deney gruplarimiz i¢in hazirladigimiz dozlarin uygulamasi sonrast OVCAR-3
hiicrelerinin koloni olusumunu nasil etkiledigini belirlemek i¢in 6 kuyucuklu plakalara
kontrol ve doz gruplari igin kuyucuk basina 10° hiicre ekildi. 14 gin boyunca
hiicrelerin 2 giinde bir ortamlarini degistirerek 37°C’de, %5 CO2’li ortamda inkiibe
edildi. On dort gliniin sonunda hiicreler soguk metanolle -20°C’de 10 dakika fikse
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edildi. Fikse olan koloniler kristal viyole boyasi ile 15 dakika boyandi. Boyanan

koloniler kontrol grubu ile karsilastirmali olarak sayilip degerlendirildi.

YARA IYILESME (WOUND HEALING) DENEYI]

Hicre migrasyonunu ve hicre-hiicre etkilesimini incelemek i¢in yapilan bir
deney olan yara iyilesme deneyi, OVCAR-3 hiicrelerinde ALA, sisplatin, paklitaksel
maddelerinin etkisini belirlemek i¢in yapildi. Wound healing deneyi icin 6 kuyucuklu
plakaya %100 konfluent olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Hiicrelerin plak yiizeyine
tutunmasi gozlendikten sonra besi yeri kaldirildi. PBS ile 3 kere yikama yapildi. 200
ul lik pipet ucu yardimu ile “+” seklinde plak zeminine ¢izim yapildi. Cizigin amaci,
hiicrelerin go¢ etmesini ve boslugu kapatmasini gozlemlemek amaciyla hiicresiz bir
alan olusturmaktir. Sonrasinda PBS ile tekrar yikanip doz gruplar1 besi yeri i¢inde
uygulandi. 0, 16 ve 24. saatte invert mikroskopta 4X buyitme ile resimler cekilip

kontrol grubu ile karsilagtirilip analizi yapildu.

TAS (TOTAL ANTIOXIDANT STATUS) VE TOS (TOTAL OXiDANT
STATUS) DENEYI

ROS metabolik ve fizyolojik siire¢lerde {iretilir ve bunlari enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidatif mekanizmalar yoluyla uzaklastiran organizmalarda
zararl oksidatif reaksiyonlar meydana gelebilir. Belirli kosullar altinda oksidanlarin
artmasi ve antioksidanlarin azalmasi onlenemez. Antioksidan molekiiller bu zararl
reaksiyonlar1 dnler veya engeller.

Farkli antioksidan molekiillerin ayr1 ayr1 ol¢iilmesi pratik olmadigindan ve
antioksidan etkileri katkili oldugundan, bir 6rnegin toplam antioksidan kapasitesi
Olculdr ve buna toplam antioksidan durumu (TAS) denir.

Deney prensibinde numunedeki antioksidanlar, koyu mavi yesil renkli ABTS
radikalini renksiz indirgenmis ABTS formuna indirger. 660 nm'de absorbans degisimi
numunenin toplam antioksidan seviyesi ile iligkilidir.

Biitiin doz gruplar i¢in TAS, TOS deneyleri triplike olarak ¢alisildi.
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Tablo 10. Asagidaki sirayla kit icerigi rezervuarda pipetlenir:

Numune veya Standart veya H>O 18 pl
Reagent 1 300 pl

Iyice karistirilir

30 saniye sonra absorbansi (A1) okunur | Dalga boyu 660nm

Reagent 2 45 pl

Iyice karistirilir

37°C'de 5 dakika sonra absorbansi (A2) | Dalga boyu 660nm

veya oda sicakliginda 10 dakika sonra

absorbansi (A2) okunur

Hesaplama:
A2 — A1 = AAbs of standard or numune or H20
Sonuglar = [AAbs H20O — AAbs Sample] / [AAbs H20 — AAbs Standard] formiilii ile
bir 6rnegin toplam antioksidan kapasitesi 6l¢iiliir.
Farkli oksidan molekiillerinin de ayr1 ayri 6l¢iilmesi pratik olmadigi ve oksidan
etkilerinin aditif oldugu i¢in bir numunenin toplam oksidan durumu (TOS) 6lgiiliir.
Deney prensibinde numunede bulunan oksidanlar, demir iyonu-selator
kompleksini demir iyonuna oksitler. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol
miktarda bulunan glclendirici molekuller tarafindan uzatilir. Ferrik iyon, asidik bir
ortamda kromojen ile renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak
Olctilebilen renk yogunlugu, numunede bulunan toplam oksidan molekiil miktar1 ile

orantilidir.

Tablo 11. Asagidaki sirayla kit igerigi rezervuarda pipetlenir:

Numune veya Standart veya H.0O 45 pl

Reagent 1 300 pl

Iyice karigtirilir

30 saniye sonra absorbansi (A1) okunur | Dalga boyu 530nm

Reagent 2 15 pl

Iyice karigtirilir
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37°C'de 5 dakika sonra absorbansi (A2) | Dalga boyu 530nm
veya oda sicakliginda 10 dakika sonra

absorpbansi (A2) okunur

Hesaplama:
A2 — A1 = AAbs of standard or sample
Sonuglar = AAbs Sample / AAbs Standard

formullerine gore yapildi.

ANNEXIN V ILE APOPTOZ TESPITI

Apoptoz, gelisimin normal bir parcast olarak meydana gelen dikkatli
diizenlenmis bir hiicre 6liimii siirecidir. Uygun olmayan sekilde diizenlenmis apoptoz,
kanser gibi hastalik durumlarinda rol oynar. Apoptoz, niikleer kromatinin
kompaktlagmasi ve pargalanmasi, sitoplazmanin biiziilmesi ve membran asimetrisinin
kayb1 dahil olmak {izere karakteristik morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle
nekroz gibi diger hucre 6lim mekanizmalarindan ayirt edilir.

Normal canli hiicrelerde, fosfatidil serin (PS), hiicre zarmnin sitoplazmik
yuzeyinde bulunur. Bununla birlikte, apoptotik hiicrelerde PS, plazma zarmin ig
kismindan dig ylizeyine dogru yer degistirir, boylece PS'yi dis hiicresel ortama maruz
birakir.

Insan antikoagiilan1 annexin V, PS icin yiiksek afiniteye sahip 35-36 kDa Ca*2
bagiml bir fosfolipid baglayici proteindir. Bir florofor veya biyotin ile etiketlenmis
Annexin V, dis yiizeye yer degistiren PS'ye baglanarak apoptotik hiicreleri
tanimlayabilir.

ALA ICso, Sisplatin 1Cso + Paklitaksel 1Cso ve ALA 1Cso + Sisplatin 1Cso +
Paklitaksel 1Csop dozlari OVCAR-3 hiicrelerine uygulanip 48.saat inkiibasyonu
tamamlandiktan sonra hiicreler toplandi. Soguk PBS i¢inde yikandi. Yikanmis
hlcreler yeniden santrifujlenerek siipernatant atildi ve hiicreler 1X anneksin baglama
tamponunda yeniden siispanse edildi. Her 100 pL hiicre siispansiyonuna 5 pL. FITC
annexin V ve 1~2 pL PI eklendi. Hiicreler oda sicakliginda karanlikta 15 dakika inkiibe
edildi. inkiibasyondan sonra 400 puL 1X annexin baglayici tampon eklenerek hafifce
karistirildi (6rnekler buz Gzerinde tutulur). Hucreler slaytlara yiklendikten sonra
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uygun filtreler kullanarak PI floresanst ve Annexin V, Arthur Image Based

Cytometer'da ayn1 anda Slgiiliip cihazin isletim yazilimiyla analiz edildi.

TUNEL TESTI iLE APOPTOZ TAYINi

DNA kiriklarinm in situ olarak tanimlanmasi saglayan TUNEL testi hiicrelerde
apoptozun saptanmasinda kullanilan bir metottur. DNA fragmantasyonu apoptozun
terminal evresini gosteren bir olaydir ve hiicre i¢i endoniikleazlarin aktivitesi ile
gerceklesir. Ilerlemis DNA fragmantasyonu sonucunda DNA'da tek ve cift zincir
kiriklart meydana gelmekte ve bu zincir kiriklariin in situ floresans veya kolorimetrik
olarak belirlenmesi, TUNEL ismi verilen histokimyasal analiz ile yapilabilmektedir.
DNA kiriklarinin  3'-OH terminaline floresan isaretli nikleotidler "terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT)" enzim Kkabiliyetinin eklenmesiyle floresan
mikroskop altinda, bu DNA kiriklar1 goriilebilecegi gibi ayn1 zamanda bu floresan
isaretlere HRP bagli antikorlar baglanarak da kolorimetrik olarak belirlenebilir.

Calismamizda ABP Biosciences TUNEL Chromogenic Apoptosis Detection Kit
(Cat. No: A049) kullanilda.

Tablo 12. Kit bilesenleri

Materyal Miktar Konsantrasyon
TdT reaction buffer 8 mL 1X solution
(Component A)
TdT enzyme (Component 100 pL 15 U/uL
B)
Biotin-11-dUTP 50 pL 50X solution
(Component C)
HRP-Streptavidin 50 pL 100X solution
(Component D)
DAB stock solution 150 pL 33X solution
(Component E)
DAB diluent (Component 5mL 1X solution
F)
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DNase | (Component G) 10 uL 2 U/uL

DNase | buffer 1mL 1X solution
(Component H)

TUNEL testi i¢in hiicreler, 8 odacik igeren lamlara (BD Falcon Culture Slides;
8 Chamber Polystyrene Vessel Tissue culture treated Glass Slide) ekildi. Her bir
odaci1ga igine 15x102 hiicre olacak sekilde hiicreler eklendi, her grup ikili tekrar olacak
sekilde etkili bulunan doz ve zaman araliginda hiicreler inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda besi yeri aspire edildi ve PBS ile yikama islemi gerceklestirildi. Kit
protokolline gore;
1. Odacik basma 500 pl olacak sekilde fiksasyon solusyonu (%4 Paraformaldehit
iceren PBS, 7,4 pH) ile bir saat inkibe edildi
2. PBS ile yikama yapildi
3. Oda sicakliginda 30 dakika boyunca %0,2 Triton X-100 igeren PBS iginde
permeabilizasyon yapildi
4. PBS ile yikama yapildi
5. Endojen peroksidazlari etkisiz hale getirmek igin numuneler %2 hidrojen peroksit
ile 5 dakika oda sicakliginda inkube edildi
6. PBS ile yikama yapildi
7. Ornekler 100 uL TdT reaksiyon tamponu (Bilesen A) ile 10 dakika inkiibe edildi
8. Kullanmadan hemen o6nce TdT reaksiyon kokteylini (TdT reaction buffer
(Component A) + TdT enzyme (Component B) + Biotin-11-dUTP (Component C) )
hazirlandi
9. TdT reaksiyon tamponunu uzaklastirildiktan sonra her numuneye 50 pL TdT
reaksiyon kokteyli eklenir ve ¢ozeltinin yilizeye tamamen yayilmasini saglandi
10. Isiktan koruyarak 37°C'de 60 dakika nemli ortamda inkiibe edildi
11. 2X SSC'de numuneleri 2 x 10 dakika inkiibe ederek reaksiyonu durduruldu
12. PBS iginde %3 BSA ile numuneler 2 x 10 dakika yikandi
13.  HRP-Streptavidin  boyama soliisyonunu hazirlandi  (HRP-Streptavidin
[Component D] + Staining buffer)
14. Her numuneye 100 uLL HRP-Streptavidin boyama sollisyonu eklendi ve 1siktan
koruyarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi
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15. PBS iginde %3 BSA ile numuneler 2 x 5 dakika yikandi

16. DAB boyama soliisyonu hazirlandi (DAB stock solution [Component E] + DAB
stock solution [Component E] )

17. Her numuneye 100 uL. DAB boyama soliisyonu eklenerek oda sicakliginda inkiibe
edildi. Istenilen diizeyde boyama elde edilene kadar renk gelisimini izlendi (tipik
olarak 10-60 dakika). PBS ile yikamayla reaksiyonu durduruldu.

18. Numuneler hematoksilen ile zit boyama yapildi.

Isik mikroskop (Olympus) ile goriintiilleme islemi gergeklestirildi.

VERILERIN ISTATISTIKSEL OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Verilerin analizi AACT metodu kullanilarak bilgisayar programi ile kantitasyonu
yapilarak web tabanli "RT? Profiler&#8482; PCR Array Data Analysis" programinda
bulunan, Volcano Plot analizleri kullanildi. Metodun amaci, iki ekspresyon sonucunun
+3SD karsilastirilmas1 esasina dayanmaktadir. Boylelikle, gen ekspresyonunun
karsilastirilmast yapilan durumlarda kontrol ve doz grubu ilgili genlerin ekspresyon
degerleri  rolatif olarak  belirlenebildi.  Gruplarin  karsilagtirilmast ~ "RT?
Profiler&#8482; PCR Array Data Analysis" programinda bulunan "Student t-testi"
analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

Eliza okuyucusundan alinan optik dansite degerlerinin, bos kuyucukta okunan
degerler ile normalizasyonu saglandi. Standartlarn OD degerleri bilinen
konsantrasyonlari ile %95 anlamlilik diizeyinde standart egrisi grafinin formulasyonu
araciligiyla kalibre edildi. Veriler GraphPad Prism 8.0.2 (263) (GraphPad software
Inc. San Diego, California USA) paket programiyla analiz edildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Parametrik test
varsayimlari saglandiginda bagimsiz grup farkliliklarin karsilastirilmasinda Tek Y onlii
Varyans Analizi (Post hoc. Tukey'in Coklu kiyaslama testi); parametrik test
varsayimlar1 saglanmadiginda ise bagimsiz grup farkliliklarin karsilagtirilmasinda
Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanildi. Tiim incelemelerde p<0,05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

XTT TESTi (HUCRE CANLILIGI TESTi) SONUCLARI

Calisma sonucuna goére ALA’ nin ICso dozu 48. saatte 83.1 uM olarak saptandi.
24 saatlik hiicre canlilig1 testi sonuglarinda, hiicre proliferasyonunun %50'lerin altina
diismemesi sebebiyle 48.saatteki doz orani 1Cso olarak kabul edildi. ALA’nin degisen

doz araliklar1 ve zamana gore etkisi Sekil 8’de gorilmektedir.

ALA

160
140

2 RN
7 B
M 24sa
W 48sa
72sa
; SHON (T

10
cont 25uM 50 uM 100 uM125 uM250 uM500 pM 750pM 1 mM

o O

8
6
4
2

Hicre Canliligi (%)
o O o

o

Dozlar

Sekil 8. ALAnin ¢esitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina etkisinin
stitun grafigi gosterimi

Bu nedenle sisplatin ve paklitakselin de kombinasyon ¢alismalar1 i¢in 48.
saatteki 1Cso dozlari ¢alisildi. Sisplatinin ICsp dozu 48.saatte 10.6 uM, paklitakselin
ICso dozu 48.saatte 19 nM olarak saptandi.

Sisplatin ve paklitakselin degisen doz araliklar1 ve zamana gore etkisi sirasiyla

Sekil 9 ve 10°da gorilmektedir.
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Sekil 9. Sisplatinin ¢esitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina etkisinin

stitun grafigi gosterimi
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Sekil 10. Paklitakselin gesitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina

etkisinin siitun grafigi gosterimi

Ardindan bu dozlar ile kombinasyon XTT deneyi yapildi. Kombine dozlarda
Sisplatin 1Cso + Paklitaksel 1Cso ve ALA ICso + Sisplatin ICsp + Paklitaksel ICso
seklinde segildi, kombine dozlarinda etkili zamani 48. saat olarak tespit edildi ve doz

araliklar1 ve zamana gore etkisi Sekil 11°de gosterildi.
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48. saat OVCAR-3 Hicre Canhlig
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0 ALA+ Sisplati
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cont Sisplatin+Paklitaksel paklitaksel
H Seriesl 100 55.25324404 34.82628715 50.64880703

Sekil 11. Kombine dozun zamana gore hiicre canlilifina etkisinin siitun grafigi

gosterimi

TRIiZOL REAGENT ILE TOTAL RNA iZOLASYONU SONUCLARI
Trizol Reagent ile kontrol grubu ve doz grubu OVCAR-3 hicrelerinden RNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen total RNA'larin konsantrasyon ve saflik oranlar

Nanodrop ile saptandi.

GERCEK-ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (RT-PCR)
SONUCLARI

Calismamiz sonucunda arastirmamizda inceledigimiz genlerden istatistiksel
olarak anlamli degisim goriilen genler ve degisim durumlart Tablo 13’te verilmistir.
Tablo 13’te kirmiz1 renk, housekeeping gene gore kat degisiminde artisi; mavi renk
azaligi, siyah renk anlamli olmayan artis ya da azalmay:1 ifade etmektedir. p-

degerlerindeki istatiksel olarak anlamli olanlar kirmizi renk ile gosterilmistir (p degeri
<0,05).
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Tablo 13. RT-PCR sonucuna gore ALA ve kombinasyon gruplarindaki degisiklik
gosteren genler.

Gen ALA Sisplatin+ ALA+
Paklitaksel Sisplatin+
Paklitaksel
Kat p-degeri  Kat p-degeri  Kat p-degeri
Degisimi Degisimi Degisimi
Beta Actin  1.00 1.00 1.00
P53 0.07 0.372329 25.46 0.374911 0.06 0.371832
BAX 1.85 0.903704 7.78 0.376796 0.09 0.253177
BCL-2 0.05 0.321227 1.55 0.416577 0.08 0.329232
TNF-a 1.77 0.877127 0.31 0.786638 0.13 0.260621
CDK4 0.02 0.130984 0.06 0.805230 0.02 0.129962
CDK6 0.99 0.688929 0.99 0.707922 0.03 0.356813
P16 0.08 0.175644 0.18 0.996958 0.00 0.165358
(CDKN2A)
PI3K 0.67 0.286051 1.53 0.993383 0.17 0.156077
AKT 0.37 0.369123 23.53 0.373034 1.90 0.414523
RAPTOR 0.01 0.106713 4.39 0.286550 0.09 0.250814
RICTOR 0.52 0.208646 1.41 0.352096 0.20 0.035915
PDK-1 1.94 0.300448 8.98 0.374105 0.21 0.151892
EIF-4E 0.58 0.398436 78.25 0.273949 0.12 0.366682
BP-1
MMP-2 1.91 0.546245 2.55 0.864757 0.11 0.358145
MMP-3 0.38 0.378295 0.12 0.374330 0.24 0.379576
MMP-9 5.66 0.059012 19.16 0.005410 0.19 0.003877
MMP-11 1.72 0.249582 0.65 0.546055 0.24 0.045168
TIMP-1 0.26 0.469311 2.39 0.961450 0.01 0.321967
TIMP-2 0.06 0.365223 1.25 0.624569 0.04 0.364011
TIMP-3 0.29 0.428198 1.40 0.483057 0.37 0.786736
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RT-PCR sonucuna gore;

Tiimdr baskilayici p53 geninin ekspresyonu Sisplatin+Paklitaksel doz grubunda
artmisken; tek basina ALA ve ALA+Sisplatin+Paklitaksel kombine doz grubunda
azaldi. Pro-apoptotik gen grubundan Bax ekspresyonu da p53’c¢ paralel olarak
Sisplatin+Paklitaksel ~grubunda artti; diger 3’li  doz grubunda azaldi
Sisplatin+Paklitaksel grubu ve 3’lii doz grubunda tiimér olusumunda rol oynadigi
diistiniilen TNF-0’nin ekspresyonu azaldi. ALA ve 3’1 kombine uygulanan gruplarda,
anti-apoptotik gen grubundan olan Bcl-2 gen ekspresyonunda azalma; hticre siklusu
duzenleyici genlerden bitun gruplarda CDK4’te azalma, 3’lii doz grubunda CDKG6
ekspresyonlarinda azalma tespit edildi. Fakat bu grup genlerdeki degisim istatiksel
olarak anlamli degildir. PI3K-AKT yolagindaki gen gruplarindan tek basina ALA
uygulamasi yapilan grupta AKT, RAPTOR ifadelerinde azalma; {i¢lii doz uygulanan
grupta PI3K, RAPTOR, RICTOR, PDK-1 VE EIF-4E BP 1 ifadelerinde azalma tespit
edildi. Bu degisikliklerden G¢li gruptaki RICTOR gen ifadesindeki azalma istatiksel
olarak anlamli bulundu (p degeri <0,05). Sisplatin+Paklitaksel doz grubunda AKT,
RAPTOR, PDK-1 VE EIF-4E BP 1 ifadelerinde artis oldu. Tumér hiicresi adezyonu
ile iliskili genlerden tek bagina ALA grubunda ve Sisplatin+Paklitaksel doz grubunda
MMP-3 azaldi, MMP-9 ifadesi artti; U¢li doz uygulanan grupta MMP-2, MMP-3,
MMP-9, MMP-11 ifadelerinin azaldi ve bu gruptaki MMP-9 ve 11 gen ifadelerindeki
azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p degeri <0,05). Metalloproteinazlarin
doku inhibitorii olan TIMP-1,2 ve 3 ekspresyonlart tek bagina ALA ve 3’lii doz
grubunda azalmigken Sisplatin+Paklitaksel grubunda TIMP-1’de artis gézlendi.

ELISA DENEYi SONUCLARI

ELISA sonuglar incelendiginde; P-AKT ve P-MTOR’da en fazla azalmay:
Sisplatin+Paklitaksel grubunda, P-FOXO ve MAPK proteinleri igin en diisiik degerler
ise  ALA+Sisplatin+Paklitaksel Gcli doz grubunda bulundu. Calismadan elde

ettigimiz veriler Sekil 12 ve Tablo 14’te verilmistir.
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P-AKT (ng/L)

400
300
200
100
0
Sisplatin+ ALAT
Kontrol ALA PakFIJitaksel Sisplatin+
Paklitaksel
B P-AKT(ng/L)  353.05 342.05 215.5 271.6
A)
P-MTOR (ng/ml)
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0
Sisplatin+ ALA+
Kontrol ALA p kFI)’t ksel Sisplatin+
axiitaise Paklitaksel
B P-MTOR (ng/ml) 0.698 0.667 0.473 0.64
B)
P-FOXO (ng/ml)
1.8
1.6
1.4
1.2
1
0.8
0.6
0.4
0.2
0 -
Kontrol ALA CISP,PAX 3LU
C) B P-FOXO(ng/ml) 1.034 0.695 1.504 0.68
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MAPK (ng/L)

250
200
150
100
50
0
Sisplatin+ ALA+
Kontrol Pakrl)ltaksel Sisplatin+
Paklitaksel
B MAPK(ng/L) 211.1 127.365 133.1 13.06

D)
Sekil 12. A) P-AKT ve B) P-MTOR C) P-FOXO D) MAPK ELISA sonuglar1 siitun
grafigi

Tablo 14. ELISA kontrol ve doz gruplar1 sonuglari

Kontrol ALA Sisplatin+ ALA+Sisplatin+P
Paklitaksel aklitaksel
P-AKT (ng/L) 353,0549,5130 342,05+18°¢ 215,5+13,39%°¢ 271,6+33,7
P-MTOR1(ng/ml) | 0,698+0,027 0,667+0,13 0,473+0,016 0,64+0,065
P-FOXOLl(ng/ml) | 1,034+0,034 9&f | 0,695+0,012%9 | 1,504+0,0179 9" | 0,68+0,001 "N
MAPK (ng/L) 211,1457,48" 127,365+33,99 ' | 133,100+21,8/ 13,06+10,21 1

P-AKT, #2¢ P < 0.01; P-FOXO0, %¢"9"P < 0.01; MAPK, " P < 0.01

KOLONI OLUSUM DENEYI

ALA’nin koloni formasyonuna etkisini aragtirmak amaciyla yapilan deneyde
kontrol grubu hiicrelerde koloni ortalamasi 192+11,7; ALA (83.1 uM) uygulanan doz
grubu hiicrelerde koloni sayist 370£29,1 bulundu. Sekillerde gozlendigi gibi koloni
formasyonunun doz grubunda kontrole gore arttigi belirgin bicimde dikkati
cekmektedir (Sekil 13 ve 14). ALA’nin sisplatin ve paklitaksel ile kombine

uygulamalarinda koloni olusumu gézlenmedi.
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Sekil 13. OVCAR-3 hucrelerinde kontrol ve ALA doz gruplarinda koloni sayilari

Alfa Lipoik Asit (83.1 uM) Kontrol
Sekil 14. OVCAR-3 hiicrelerinde kontrol ve ALA doz gruplarinda koloni goriintiisii

WOUND HEALING DENEYi SONUCLARI

OVCAR-3 hucrelerinde ALA, sisplatin ve paklitaksel maddelerinin tekli ve
kombine dozlarinin hicre-hiicre etkilesimi ve hiicre migrasyonuna etkisini belirlemek
icin yaptigimiz wound healing deneyi sonug¢larinin 0, 16 ve 24 saatte 4X biyutme ile
resimleri ¢ekilip kontrol grubu ile karsilagtirilip analizi yapildi.

ALA doz grubu tek basina kontrole kiyaslandiginda wound healing deneyinde

hicre goc¢l ve hiicre-hiicre etkilesiminin belirgin oranda arttirdigi gézlendi (Sekil 15).

<5 VI

Kontrol-0.saat ALA-0Q.saat Sisplatin+Paklitaksel-0.saat 3’lii-0.saat
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Kontrol-24..saat ALA-24 saat Sisplatin+Paklitaksel-24.saat 3°1ii-24..saat

A I

Kontrol-48.saat ALA-48.saat Sisplatin+Paklitaksel-48.saat 3’1ii-48.saat
Sekil 15. Wound healing deneyi 0-16-24-48. saat sonuglar (4X)

16 saat sonunda kontrol grubuna kiyasla ALA’nin tek bagma yara alaninda
hiicrelerin go¢iinii artirmasinda bir farklilik gézlenmezken 24 ve 48 saat sonunda ALA
ile muamele, kontrol ile karsilastirildiginda OVCAR-3 hiicrelerinin goginu artirdigi
morfolojik olarak gorildi. Sisplatintpaklitaksel ikili ve ALA’nin eslik ettigi tiglii doz
gruplarin arasinda yara iyilesmesinde bir farklilik gézlenmedi ve her iki grup da
kontrol ve tek basina ALA uygulamalarina gore hiicre gogiinii belirgin olarak daha

fazla engelledi.

MATRIGEL INVAZYON TESTI SONUCLARI

Matrigel matriks bazal membrandaki diizenekte sayim islemleri sonucunda
kontrol hcrelerinden ortalama 1199+10,2 hicrenin, tek basina 83,1 uM ALA
uygulanan doz grubu hicrelerden de ortalama olarak 1256+17,9 hiicrenin invaze olup
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kontrol odaciginin diger tarafina gectigi tespit edildi. Sisplatin+paklitaksel ikili doz
uygulmasinda 8+0,8 hucrenin; ticli uygulamada 36+1,6 hiicrenin invaze olup kontrol
odacigmin diger tarafina gegtigi tespit edildi. ALA tekli uygulamasinin OVCAR-3
hiicrelerinin  invazyon durumlarimi  azaltmadigi;  sisplatin+paklitaksel ikili
uygulamasinin invazyonu engellemede ALA ile 3’1t kombine uygulamasindan daha
etkili oldugu gozlendi (Sekil 16).

Kontrol ALA

Sisplatin+Paklitaksel ~ ALA+Sisplatin+Paklitaksel

Sekil 16. Kontrol, ALA, Sisplatin+Paklitaksel ve ALA+Sisplatin+Paklitaksel

gruplarinda invaze olan hiicrelerin mikroskop goriintiisii (10X)

OKSIDATIF STRES DUZEYININ TOTAL OKSIDAN (TOS) VE TOTAL
ANTIOKSIDAN (TAS) SEVIiYE OLCUM YONTEMLERI IiLE
BELIRLENMESI

Toplam antioksidan durum (TAS), toplam oksidan durum (TOS) ve oksidatif
stres indeksi (OSI), hiicre i¢i oksidatif durusu belirleyen oksidatif profillerdir.

TAS ve TOS sonuglarina bagli olarak TOS'un TAS'a bélinmesiyle elde edilen
oksidatif stres indeksi (OSI) degerini hesapladik. OSI sonuglarini ifade edecek belirli
bir birim yoktur. Deney sonuglarina goére gruplar arasindaki karsilastirmalar

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p degeri >0,05); fakat TAS degeri kontrole
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kiyasla tiglii doz uygulanan grupta artmis, TOS degeri kontrole kiyasla tek basina ALA

ve sisplatin+paklitaksel grubunda azalmisken ti¢lii doz uygulanan grupta artmistir.

Sonug olarak TAS, TOS ve OSI degerlerini gosteren grafikler asagidaki gibidir (Tablo

15, Sekil 17).

Tablo 15. OVCAR-3 hiicrelerinde kontrol ve doz gruplarmin TAS, TOS ve OSIi

degerleri
TAS (mmol/L) TOS (mmol/L) 0Ssi
Kontrol 2,046221+0,43922 | 8,773392+3,492355 | 0,413109+0,044289
ALA 2,028231+0,492744 | 6,95215+1,041634 | 0,364378+0,060188
Sisplatin+Paklitaksel 2,036239+0,298847 | 7,072024+1,505179 | 0,351848+0,076177
ALA+Sisplatin+Paklitaksel | 2,215443+0,473616 | 12,61559+4,632374 | 0,56255+0,099626
TAS
2.5
E
g
3 15
o
=
o 1!
=
S
~ 05
<
'_
0 KONT ALA Sisplatin+Paklitak | ALA+ S.isplatin+
sel Paklitaksel
B TAS 2.046221 2.028231 1.978940651 2.215443
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14
=)
IS 12
>
o 10
]
S 8
N
T 6
E
E 4
%)
3 2
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KONT ALA Sisplatin+Paklitak ALA+ Snlsplat|n+
sel Paklitaksel
ETOS 8.773392 6.95215 6.887835703 12.61559
Axis Title
OslI
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0 Sisplatin+Paklitak ALA+ Sisplati
KONT ALA isplatin+Paklitaks + .|sp atin+
el Paklitaksel
m OSI 0.413109 0.364378 0.348056709 0.56255

Sekil 17. OVCAR-3 hucrelerinde kontrol grubuna gore kontrol ve doz gruplarinda
TAS, TOS, OSI degerleri

ANNEXIN V ILE APOPTOZ TESPITi

Annexin V ile apoptoz tespiti deneyinde ALA, sisplatin ve paklitaksel ile ikili
ve {iglii kombinasyon uygulamalarinda apoptozu kontrol grubuna oranla belirgin
sekilde artirmigti; fakat en yiksek artis yine Sisplatin+Paklitaksel 3°1i doz grubunda
bulundu (Tablo 16).

67



Tablo 16. OVCAR-3 hicrelerinde Annexin V ile apoptoz tespiti deneyinde kontrol,
H202, ALA, Sisplatin+Paklitaksel ve  ALA+Sisplatin+Paklitaksel  doz

uygulamalarinin sonuglari

Canli hiicre (%) Apoptotik hiicre (%)
Kontrol 99 1
H20. 46 54
ALA 45 55
Sisplatin+Paklitaksel 39 61
ALA+Sisplatin+Paklitaksel | 40 60

TUNEL TESTI iLE APOPTOZ TAYINi

Apoptoz i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢cok biyokimyasal ve morfolojik
degisimler go6zlenir. Bu degisiklikler; hiicre kuiglulmeye ve kondanse olmaya
baslamasi, hiicre iskeleti dagilmasi, ¢ekirdek zari yer yer eriyip ve DNA'sinin parcalara
ayrilmasidir.

Apoptotik hiicreler, normal hiicrelerden daha kolay ayirt edilebilecegi
membranla cevrili kiigiik parcalara ayrilirlar. Hiicre sitoplazmasi, sikica paketlenmis
organeller ve bazilarinda ¢ekirdek parcalar1 da mevcut olan apoptotik cisimcikler
meydana gelir. Bu ozellikler dikkate alinarak mikroskop altinda kontrol ve doz
guplarinda preperatta her biri i¢in 5 farkli alanda, 40Xbiyutmede, 200 hiicre sayilmas,
TUNEL pozitif hicreler sayilan tim hiicrelere oranlanarak apoptotik indeks bulundu.
Cekirdeklerdeki veya apoptotik cisimlerdeki immunoreaktivite pozitif olarak kabul
edildi. Kontrol ve doz gruplarina ait ornek preperat gorintileri Sekil 18’de

gosterilmistir.

Kontrol grubu hiicrelerde ortalama apoptotik hiicre orani % 17,7 iken, doz grubu
hicrelerden ALA’da ortalama apoptotik hiicre yuzdesi %45, Sisplatin+ Paklitaksel
doz grubunda %83, ALA+Sisplatin+Paklitaksel doz grubunda %60 olarak belirlendi.
TUNEL ile apoptotik indeks degerlendirmesinde en yiiksek oran sisplatin+paklitaksel

doz grubunda bulundu.
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C) D)

Sekil 18. TUNEL ile A)’da ALA+Sisplatin+Paklitaksel B)’de Sisplatin+Paklitaksel
C) ALA D) Kontrol doz uygulamarinin immiinoreaktivite gosteren OVCAR-3
hicrelerinin 151k mikroskop  goriintileri, A, B, C, D: 200X,
immunoperoksidaz&hematoksilen
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TARTISMA

Over kanseri gelismis tilkelerde jinekolojik kanser oliimlerinin 6nde gelen
nedenidir ve siklikla ileri bir asamada ortaya cikar (3). Ilerlemis over kanserinin
mevcut standart tedavisi sitoreduktif cerrahi ve platin/taksan bazli kemoterapidir (3,
39, 66). Tedaviye yanit oran1 yaklasik %80-90'dir, ancak ¢ogu genellikle nuks eder ve
kemoterapiye direng gelistirir (3, 39). 5 yillik sagkalim oran1 <%35'tir (39). Bu nedenle
over Kkanserinin tam1 ve tedavisine yonelik alternatif yaklasimlara ihtiyag
duyulmaktadir (3).

EOK’nin morfolojik olarak heterojen yapiya sahip olmasi uzun siredir etkin
karakterizasyonuna ve tedavisinin optimize edilmesine engel olmustur (3). Over
kanserleri, histolojik alt tipten bagimsiz Kklasik olarak platin bazli kemoterapi olan
sitotoksik ajanlarla tedavi edilmistir (39, 44). Bu alt tipleri karakterize ederek uygun
terapotik stratejiler olusturabilmek adina tiiméral yollar1 ve potansiyel biyobelirtecleri
ortaya koymak icin ¢ok caba sarf edilmistir (39). TUmOr heterojenitesi alt tipler
arasinda ve tek bir tiimor i¢inde de oldukca yiksek goriinmektedir ve bu da tedavi
basarisizliginin 6nemli bir nedenini temsil etmektedir (39).

Son otuz yilda, potansiyel ila¢ adaylarini (mono veya kombine tedaviler olarak)
belirlemek veya mevcut kemoterapi rejimlerinin over kanserine karsi terapotik
etkinligini gelistirmek i¢in bir dizi klinik 6ncesi ve klinik ¢alisma yapilmistir (45).

Son yillarda aragtirmacilar, alfa lipoik asit, askorbik asit, kurkumin gibi dogal
bilesiklerden kaynaklanan bazi umut verici sitotoksik ilaglart {iretmeye
odaklanmislardir (62). Esas olarak mevcut kemoterapinin yan etkilerini azaltmak,
hatta ortadan kaldirmak hedeflenmektedir. Bu nedenle kemoterapdtiklerle sinerjik
etkiyi giclendirmek icin bu tedavilere alternatif olarak bazi yeni terapétik stratejiler
gelistirilmeye ¢aligilmaktadir (62, 66).

Antioksidan tedavi, serbest radikallerin yan etkilerini 6nleyen veya azaltan
tedavi olarak tanimlanabilir (62). Eksojen antioksidanlarin dokulari in vivo oksidatif
stresten korumadaki etkinlii degiskendir ve antioksidanin tipine, biyofarmasdotik
ozelliklerine, etki alanindaki konsantrasyonuna ve oksidatif stresin dogasina baglidir
(62).

Onemli bir antioksidan olan ALA'nin da terapétik bir ajan ve besin takviyesi

olarak kullanimi hizla artmaktadir (62). Diabetes mellitus, hipertansiyon, Alzheimer,
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Parkinson, Down sendromu, biligsel islev bozuklugu gibi bir¢ok hastalik durumunun,
komplikasyonlarinin ve basta meme kanseri olmak {izere bazi kanser tiirlerinin
tedavisinde kullanilmustir (16, 19-21, 68). Antioksidan etkisi, ROS'u temizleme ve
endojen antioksidanlar1 yenileme yetenegi nedeniyle hiicresel biiyiimede 6nemli bir
rol oynar (62). Birgok arastirma ALA gibi antioksidanlarin, normal viicut dokusunu
korurken antineoplastik ajanlarin sitotoksik etkisini gliglendirerek dnemli rollere sahip
oldugunu belirtmistir (20, 62). Ayrica kanserli hiicreler tarafindan biriken yiiksek
oksidatif stresi azaltmak icin de apoptoza ve hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna
yol ac¢tig1 one siiriillmektedir (20).

Biz de ¢alismamizda ALA’y1 OVCAR-3 ovarian adenokarsinoma hiicre hattinda
sisplatin ve paklitaksel kemoterap6tik ajanlariyla kombinasyon halinde kullandik.
Over kanserinin bu ilaglara kemosensitivitesini arttirarak mevcut etkinliginden 6diin
vermeden daha diisiik dozlarda uygulanabilirligini degerlendirmeyi amagladik.

Kafara ve ark.’larinin yapmis olduklar1 ¢alismada biri yiksek oranda
kemorezistan olan iki insan over kanseri hiicre hattinda, ALA'nin iki anti-apoptotik
protein olan Mcl-1 ve Bcl-xL ekspresyonunu azaltarak her iki hiicre hattinda
proliferasyonu baskiladigini ve hiicre 6liimiinii indiikledigini géstermislerdir (16). Son
yapilan in vitro ¢aligmalar meme, noroblastom, kolon, karaciger, mesane kanseri ve
akut T hucre 16semisi hiicrelerinde ALA’nin apoptozu indiikledigini ve proliferasyonu
inhibe ettigini gostermistir (16, 61, 68).

ALA, sirastyla NF-kB sinyalini ve integrin B1/B3'li inhibe ederek meme ve
akciger kanseri hiicrelerinde paklitaksel etkinligini arttirmistir (61). Benzer bir
calisma, ALA ve Dosetaksel tedavisinin, meme kanseri hiucrelerinde tek ilag yukli
protokollere kiyasla apoptozu arttirdigini gostermistir (61). Baska bir ¢aligmada,
ALA'nn, kolorektal kanserde kullanilan farkli etki mekanizmalarina sahip iki anti-
kanser ajaninin (5-fluorourasil, Temozolomid) sitotoksisitesini gliglendirdigi ve kuguk
hiicreli olmayan akciger kanserinde buyume faktorl reseptorlerinin aktivasyonunu
azaltarak ALA’nin gefitinib direncinin Ustesinden geldigi gosterilmistir (61, 72).

Feuerecker ve ark. ALA'nin hiicre proliferasyonunu ve laktat olusumunu inhibe
ettigini, ndroblastom hiicre hatlar1 olan Kelly, SK-N-SH, Neuro-2a ile meme kanseri
hiicre hatt1 olan SkBr3'te apoptozu arttirdigini géstermislerdir (69, 72). ALA tiroid
kanseri hticre hatlar1 olan BCPAP, HTH-83, CAL-62 ve FTC-133’te de AMPK
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aktivasyonu uzerinden mTOR-S6 sinyal yolunun inhibisyonu yoluyla tiroid kanseri
hiicre proliferasyonunu ve bilylimesini baskilamistir (69). Akciger kanseri
hiicrelerinde ALA, Grb2 aracili EGFR inhibisyonuyla hicre proliferasyonunu inhibe
etmistir (69). Calismalar ayrica akciger kanseri, meme kanseri ve kolon kanserinde
ALA'ya bagl hiicre 6limiinii destekleyen ROS firetimi gergeklestigini ve bunun da
kanser hicrelerinde apoptozun mitokondriyal yolunu aktive ettigini diistindiirmektedir
(69). ALA ayrica ERK1/2 ve AKT sinyal yolunu etkileyerek metastatik meme kanseri
hiicrelerinin gégiinii ve istilasini inhibe etmistir (69).

Tripathy J. ve ark. caligmalarinda, radyoterapi dncesi ALA ile 6n tedavinin
MCF7 meme kanseri hucrelerini radyoterapiye karst duyarli hale getirdigini ve
isinlamanin  proliferasyon inhibisyonu {izerindeki etkisini  gliglendirdigini
gostermislerdir (64, 72). Bizim de OVCAR-3 hiicreleri ile yapmis oldugumuz XTT
calismalarimizda ALA 48. saatte (83.1uM) tek basina bu hiicreler Gzerinde sitotoksik
etki gosterdi ve hicrelerin %50’sini 6ldirdi. Beraberinde sisplatin ve paklitaksel ile
kombinasyon XTT calismasinda sisplatin+paklitaksel ikilisi (%34,8) kadar sitotoksik
olmasa da ALA ile {i¢lii doz uygulamalarinda da hiicre canliligin1 %50,6’ya kadar
disiirdiler.

Proliferasyona ek olarak, ALA 6n tedavisi, MCF7 meme kanseri hiicrelerinde
1sinlamadan sonra bu hiicrelerin koloni olusturma yetenegini de 6nemli 6l¢iide inhibe
etmistir (64). Biz de ise tersine ALA tek basina koloni formasyonunu ortalamasini
belirgin bigcimde artirirdi. Bununla birlikte sisplatin ve paklitaksel ile kombine
uygulamalarinda koloni olusumu gézlenmedi.

Migrasyon deneyinde, diisiik doz 1simnlama oOnceki ¢aligmalari da dogrular
sekilde MCF7 meme kanseri hicrelerinde migrasyonu bir miktar arttirmistir (64).
ALA 0n tedavisiyle, tim dozlarda meme kanseri hicrelerinin migrasyonu etkili bir
sekilde onlenmistir (64). Biz de migrasyonu degerlendirmek amaciyla yaptigimiz yara
iyilesme deneyinde 24 ve 48 saat sonunda ALA’nin tek basma kontrol ile
karsilastirildiginda OVCAR-3 hicrelerinin goglnu artirdigint morfolojik olarak
gordiik. Sisplatin+paklitaksel ikili ve ALA’nin eslik ettigi ticli doz gruplarinin
arasinda yara iyilesmesinde bir farklilik gézlemlemedik ve her iki grup da kontrol ve
tek basina ALA uygulamalarina gore hiicre gociinii belirgin olarak daha fazla

engelledi.
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Ayrica bu calismada 1sinlama yoluyla aktive olabilen MMP'lerin, ECM'nin
bozulmasina neden olarak migrasyon, invazyon ve metastazi artirabilicegi ileri
sUrilmiistir (64). ALA’nin hem MCF7 hem de MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerinde radyasyon kaynaklt MMP'lerin aktivitesini énemli Slgiide Onledigini
gdstermislerdir (64, 72). Ozellikle MMP-2 ve MMP-9'un ifadesinin ALA tarafindan
azaltilmasinin, meme kanseri hiicrelerinin radyasyon sonrasi uzak bolgelere gogiinii
ve istilasini azaltabilecegini ileri siirmislerdir (64, 65). Bizim de yaptigimiz PCR
calismamizda tiimor hiicresi adezyonu ile iligkili genlerden tek basina ALA grubunda
ve Sisplatin+Paklitaksel ikili doz grubunda MMP-3’lin azaldigi, MMP-9 ifadesinin
arttigr gozlendi; Uclt doz uygulanan grupta ise MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-11
ifadeleri azaldi ve bu gruptaki MMP-9 ve 11 gen ifadelerindeki azalma istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p degeri <0,05). Metalloproteinazlarin doku inhibitorii olan
TIMP-1,2 ve 3 ekspresyonlar1 tek basina ALA ve 3’li doz grubunda azalmisken
Sisplatin+Paklitaksel grubunda TIMP-1’de artis goézlendi. Burada timor hiicresi
adezyonu ile iligkili genler tizerinde MMP’ler {izerinde inhibisyon agisindan en etkili
grup Uclt doz uygulanan gruptu; fakat TIMP sonuglarindaki azalma desteklemedi.

Invazyonu degerlendirmek amaciyla yaptigimiz bir diger matrigel-inazyon testi
deneyinde ise ALA tek basina kontrole kiyasla OVCAR-3 hiicrelerinin invazyon
durumlarim1 azaltmazken; sisplatint+paklitaksel ikili uygulamasmin invazyonu
engellemede ALA ile 3’1t kombine uygulamasindan daha etkili oldugu g6zlendi.

Timor hiicresi adezyonu ile iligkili genlerin PCR sonuglarini ve matrigel-
invazyon testi deneyini birlikte degerlendirecek olursak MMP ve TIMP’lerin gen
ifadesinin azalmasi agisindan en etkili grup ALA-+Sisplatin+Paklitaksel Ucli doz
grubunda oldugunu soyleyebiliriz; fakat matrigel-inazyon testi deneyinde bu gen
ekspresyonlarin1 destekler sekilde ii¢lii doz grubunda invazyon azalmadi ve hatta
sisplatin+paklitaksel ikilisini daha etkili bulduk.

TRPA1 (transient receptor potential-TRP ankyrin 1) kanalinin hipoksiyle
aktivasyonu DBTRG glioblastoma kanser hiicrelerinde Ca*? girisini, ROS ve sitokin
uretimini uyararak apoptotik hiicre 6limune neden olmaktadir. Deveci ve ark. ‘larinin
yaptiklar1 ¢alismada, DBTRG glioblastoma hiicrelerinde TRPA 1 kanallarinin hipoksi
indlksiyonu ile aktivasyonu yoluyla artan apoptoz, Annexin V, mitokondriyal

membran depolarizasyonu ve ROS degerlerinin  ALA tedavisi ile azaldigini
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gostermislerdir (67). Yani ALA tiyol redoks sistemi Uyelerini (indirgenmis glutatyon-
GSH ve glutatyon peroksidaz-GSH-Px) aktive edip mitokondriyal ROS uretimini
inhibe ederek antioksidan ve anti-inflamatuar etkilere neden olurken TRPA1 kanalinin
inhibisyonuyla anti-apoptotik etkiye de neden olmustur. Bu nedenle ALA tedavisinin
TRPA1 aracili Ca*? girisinin inhibisyonu yoluyla, glioblastoma kanser hticrelerini
oldirmek igin potansiyel bir strateji olmayabilecegi de ileri siiriilmiistiir (67). Bizim
de Annexin V ile apoptozu degerlendirmek igin yaptigimiz deneyde ALA, sisplatin ve
paklitaksel ile ikili-ii¢lii kombinasyon uygulamalarinda apoptozu kontrol grubuna
oranla belirgin sekilde artirdilar; en yiiksek artig Sisplatin+Paklitaksel 2’li doz
grubundayken (%61) ALA+Sisplatin+Paklitaksel grubu (%60) da bu degere oldukca
yakin bulundu. Apoptozu degerlendirmek i¢in yaptigimiz bir diger deney Tunel ile
apoptoz tespitinde de Sisplatin+Paklitaksel doz grubundaki apoptotik hicreler Ggli
doz grubuna gore daha yuksek tespit edildi. Buradan c¢ikardigimiz sonugta ise
literatiirde ALA’nin over kanserinde kullanilan bu kemoterapotiklerle yapilmis baska
bir calismasi olmadig1 i¢cin ALA’nin hem tek basina hem de bu ilaglarla daha etkili bir
pro-apoptotik ve sitotoksik etki ortaya ¢ikaramadigini sdyleyebiliriz.

Bir diger c¢alismada ksenograft farelerde 18 gin boyunca ALA’nin oral
uygulamasindan sonra, normal salinle tedavi edilen kontrol fareleriyle
karsilastirildiginda ALA'min farelerin akcigerlerinde tiimdr nodiil sayilarint ve timor
yiikiinii 6nemli Olclide azalttigimi ve akciger kanseri A549 hiicre hattinda hiicre
canliligini azalttigin1 gostermislerdir (68, 71). Bununla birlikte c-Myc ve Cyclin D1
gibi hiicre donglsu genlerinin ekspresyonlart ALA ile arttig1 i¢cin ALA kaynakli
proliferasyon inhibisyonunun c-Myc ve Cyclin D1'in katilimindan ziyade baska bir
mekanizma tarafindan diizenlendigini ileri stirmiislerdir (68). ALA ile tedavi edilen
A549 hicrelerinde Bax/Bcl-2 oran1 artmis, bu da hiicrelerin ALA tedavisinden sonra
apoptoza gidebilecegini diisiindiirmiistiir (68). Onceki calismalar, ALA'nin insan
kolon kanseri, hepatoma ve skuamoz hicreli karsinom htcrelerinde mitokondriyal O
tiretimini, Akt inhibisyonunu ve p27Kip'e bagh hiicre dongiisii durmasini aktive
ederek apoptozu indiikledigini gostermistir (68). Bu gbzlemlerin aksine, bu ¢alismada
ALA ile tedavi edilen A549 hiicrelerinde hiicre dongust ile ilgili proteinlerde (c-Myc
ve Cyclin D1) ekspresyon artis1 ve Akt aktivasyonu bildirmislerdir (68). ALA'nin

kaspaz-3 aktivitesini tetikleyerek hiicre dongiisii durmasina neden oldugu ve apoptoza

74



aracilik eden p27, p21 ve p53 protein ekspresyonlarinin artmasinda hayati bir rol
oynadig1 da one siiriilmiistiir (20). ALA'nin anti-tiimor etkileri, p53 proteininin artmasi
yoluyla G1 fazinda hiicre dongiisiiniin durmasiyla fark edilmistir (16, 20). p53, hiicre
dongiisii kontrol noktalarini, DNA onarimini ve apoptozu modiile etmede dnemli bir
rolii olan bir tiimor baskilayici faktordiir (20). EK olarak, p53, ROS lretimi ve ROS
kaynakli oksidatif stres ile iliskilendirilmistir (20). TUmaor hiicrelerinin genelde p53'ten
eksik oldugu bilindiginden ALA’nin komsu normal hiicrelere kiyasla timor
hiicrelerinde p53 gen ekspresyonunu segici olarak arttirdigi gosterilmistir (20). Bizim
PCR sonuglarimiza goére de hicre siklusu diizenleyici genlerde bitiin gruplarda
CDK4’te azalma, 3’lii doz grubunda CDK4 ve CDK6 ekspresyonlarinda azalma tespit
edildi. Hucre siklusu diizenleyici genlerin (CDK4, CDKG®6) ifadelerindeki azalmaya en
etkili grubun ii¢lii doz grubu oldugunu sdyleyebiliriz. Ozellikle CDK4 ve 6 lizerinden
etkili olan siklin bagimli kinaz inhibit6rlerinden p16°nin ekspresyonu biitiin gruplarda
azaldi, bu da bizim bekledigimiz CDK4 ve 6 inhibisyonunu agiklamadi. TUmOr
baskilayic1 p53 geninin ekspresyonu Sisplatin+Paklitaksel doz grubunda artmisken;
ilging bir sekilde tek basina ALA ve ALA+Sisplatin+Paklitaksel kombine doz
grubunda azalmistir. p53, hiicre dongusinin GO/G1 evresinde rol alan birgok siklin
bagimli kinazin iglevini engelleyen p21 proteininin ifadesini diizenleyerek p21 proteini
aracilig1 ile hiicre dongiisiinii G1 asamasinda durdurmaktadir. Biz bu nedenle tg¢li doz
grubundaki CDK ifadelerindeki azalmayir p53 ekspresyonu azalmasiyla
iliskilendiremedik ve bagka bir mekanizma {izerinden olabilecegini diisiindiik.

Timor proliferasyonunun, EGFR dahil olmak {izere farkli tirozin kinaz
reseptorlerinin asir1 ekspresyonundan kaynaklandigi ve PI3K/AKT, ERK ve mTOR
gibi onkojenik sinyal yollarinin aktivasyonuna yol a¢tig1 iyi bilinmektedir (61). ALA,
epidermal buyume faktorl reseptori (EGFR) ailesi Uyesi olan ErbB2 ve ErbB3
ekspresyonundaki azalmayla da baglantili 6nemli bir anti-proliferatif rol oynar (20,
61). Enerji homeostazini koruyan 6nemli bir enerji seviyesi sensorii olan AMPK’nin
fosforilasyonu ile aktivasyonunun, AKT efektori olan mTOR protein kompleksini
inhibe ederek tiimor ilerlemesini kisitladigi gésterilmistir (61). Inhibitér roliine ek
olarak, ALA, AMPK aktivasyonuyla AKT yolunun inhibisyonunu gii¢lendirmekte,
boylece kanser hicresi proliferasyonunu azaltmaktadir (61).
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PIBK/AKT/mTOR sinyal yolaginin over kanserindeki onkojenik roli
karmagiktir. PI3K yolu, over kanserinin ~%70'inde siklikla uyarilir ve aktive edilmis
PI3K sinyalinin over tiimdrijenezinde, agresif fenotiplerin ortaya ¢ikmasinda, kemo-
radyoterapi direncinde 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (45, 46). Bu yolak ayrica
kotii prognoz ile iligkilidir ve bu da onu tedavi icin Onemli bir hedef haline
getirmektedir (46). Bu nedenle biz de OVCAR-3 hiicreleri lizerinde ALA nin 6zellikle
bu yolak tzerindeki etkisini incelemek istedik. Bizim PCR sonuglarimiz; PI3K-AKT
yolagindaki gen gruplarindan tek basina ALA uygulamasi yapilan grupta AKT,
RAPTOR ifadelerinde azalma; t¢li doz uygulanan grupta PI3K, RAPTOR, RICTOR,
PDK-1 ve EIF-4E BP 1 ifadelerinde azalma tespit edildi. Bu degisikliklerden ti¢lii
gruptaki RICTOR gen ifadesindeki azalma istatiksel olarak anlamli bulundu (p degeri
<0,05). Ilging bir sekilde Sisplatin+Paklitaksel doz grubunda AKT, RAPTOR, PDK-
1 VE EIF-4E BP 1 ifadelerinde artis g6zlendi. Uglii doz grubunda PISK/AKT/mTOR
sinyal yolaginin baskilanmis olmasi arastirdigimiz kadariyla literatiirde ALA’nin over
kanserinde merak edilen bir etkisiydi. Ozellikle PDK-1 iizerinden yapmis oldugunu
diistindigiimiiz inhibisyon bu gen ifadeleriyle desteklenmis oldu. ELISA deneyi ile
bakilan protein diizeylerinde de anlamli degisiklikler belirlendi. Bu kez p-AKT, p-
mTOR protein seviyesi degisikliklerinde en etkili grup sisplatin+paklitaksel ikilisi
oldu, p-FOXO1 ve MAPK protein seviyelerinde ise ALA+sisplatin+paklitaksel t¢li
doz grubunda belirgin azalma gozlendi. Ne yazik ki bekledigimiz gibi
PIBK/AKT/MmTOR yolagmin gen ekspresyon profilleri ve ELISA ile bakilan yolagin
hiicre i¢i aktif formlariin protein seviyelerinde iliski kuramadik.

Onceki veriler, ALA'nin, anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler arasindaki
orani diizenleyerek cesitli kanser hiicre dizilerinde apoptozu destekleyen ROS
tiretebildigini gostermistir (61). LOsemi ve meme kanserinde, ALA tedavisinden sonra
artan kaspaz-3 aktivitesi ile Bax/bcl2 orani (apoptotik indeks) 6nemli 6lgude artmistir
(61). Hepatoma kanser hiicrelerinde yapilan bir baska ¢alisma da ALA'nin kaspaz-9
ve kaspaz-3'iin aktivasyonu ile intrinsik apoptotik yolu tetikledigini gostermislerdir
(61). ALA epitel hiicreleri, endotel hiicreleri, néronlar ve lenfositler dahil olmak tizere
cesitli hiicre tiplerinin apoptozu i¢in gerekli olan proapoptotik proteinler Bim ve
Noxa'nin ekspresyonunu artirmistir (16, 61). Kafara ve ark.’larinin yapmis olduklari

calismada ALA tedavisi altinda Bim'in ekspreyon artisi, Bcl-xL ve Mcl-1 gibi diger
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anti-apoptotik proteinlerdeki azalmayla uyumlu goriilmiis, ancak hucrelerinde
eksprese edilmeyen Bcl-2'yi arastirmamislardir (16). Bununla birlikte bu ¢alismada,
Bcl-xL ekspresyonunun azalmasi mekanizmasini, Akt ve NF-kB'nin inhibisyonuna
neden olmasiyla agiklamiglardir (16, 61). Gergekten de, NF-kB ekspresyonu, Akt'nin
hiperaktivasyonuna yanit olarak ¢esitli tiimor tiplerinde yaygin olarak gézlenmistir ve
Bcl-2, Bcl-xL gibi genlerin aktivasyonu yoluyla hucreleri apoptozise karsi
korumaktadir (16, 61). Bizim ¢alismamizda OVCAR-3 hlicrelerinde pro-apoptotik gen
grubundan Bax ekspresyonu da p53’e paralel olarak Sisplatin+Paklitaksel grubunda
artmig; diger 3’li doz grubunda azalmistir. ALA ve 3’lii kombine uygulanan
gruplarda, anti-apoptotik gen grubundan olan Bcl-2 gen ekspresyonunda azalma
gozlendi. Buradan da ALA’nin apoptozu Bcl-2 gen ekspresyonunda azalma
mekanizmasi iizerinden gergeklestirdigini diisiindiik.

Daha o6nce belirtildigi gibi, artan hiicre boliinmesi hizi, metabolik aktivite ve
intrinsik antioksidanin arizalanmasi nedeniyle kanser hiicresi ilerlemesinde artan ROS
tiretimi kabul edilmistir (20). Ayrica sisplatinden etkilenen hiicre i¢i mekanizmanin,
mitokondriyal islev bozukluklarina yol agan asir1 ROS birikimi oldugu ileri
stirilmiistiir (53). En etkili antioksidanlardan biri olan ALA'nin antiapoptotik etkileri,
nefrotoksisite, norotoksisite ve ototoksisite dahil olmak lizere sisplatin kaynakli bircok
hasarda genis ¢apta gosterilmistir (53). Ototoksisite iizerine yapilan birkag fonksiyonel
calisma, sisplatine maruz kalmadan once ALA ile 6n tedavinin koklear hiicrelerde
ROS birikimini 6nemli dl¢iide onleyebildigini ve isitme fonksiyonunu koruyabildigini
bulmustur (53). Hucresel antioksidan sistemde, ALA'nin, hiicreleri oksidatif stresten
korumak icin ROS dizenlemesinde 6nemli bir rol oynayan okside glutatyonun
(GSSG) azalmis ingirgenmis formuna (GSH) geri doniisiimiine katkida bulundugu
bilinmektedir (53). Ayrica, glutatyon peroksidaz (GPx) ifadesi ALA tarafindan
artirtlmistir (53). Bu nedenle, ALA’nin, GPx'in verimli sekilde diizenlenmesi yoluyla
ROS kaynakl1 apoptotik hiicre 6liimiinden hiicrelerin korunmasinda merkezi bir role
sahip oldugunu gostermislerdir (53). Bu c¢alisma, ALA'nin oksidatif strese karsi
antioksidan sistemde spesifik bir rol oynadigina dair dogrudan kanit saglar ve bir
GSSG indirgeyici olarak sisplatin kaynakli ototoksisitede ALA'nin terapdtik roliinii
gostermistir (53). Biz de ¢alismamizda ALA’nin antioksidan ézelliklerini OVCAR-3

hiicreleri tlizerinde incelemek amaciyla toplam antioksidan durum (TAS), toplam
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oksidan durum (TQOS) deneyleri ile TOS'un TAS'a bélinmesiyle elde edilen oksidatif
stres indeksi (OSI) degerlerini hesapladik. TAS, TOS ve OSI hiicre ici oksidatif durusu
belirleyen oksidatif profillerdir. Deney sonuglarina gore gruplar arasindaki
karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p degeri >0,05); fakat TAS
degerinin kontrole ve Ozellikle sisplatin+paklitaksel grubuna kiyasla Ggli doz
uygulanan grupta arttigi, TOS degerinin kontrole kiyasla tek basina ALA ve
sisplatin+paklitaksel grubunda azalmigken {i¢lii doz uygulanan grupta arttig1 gézlendi.
Yani ALA’nin dahil oldugu iiglii doz grubunda hem antioksidan hem de oksidan
etkinlikler ve OSI sisplatin+paklitaksel grubuna gore artis gosterdi.

Pankreas duktal adenokarsinomu en agresif maligniteler arasindadir ve
tedavisinde giclu antitimor ajanlar olarak Onerilen giimiis nanopartikiiller, asiri
giimiis dozlarinin yan etkileri nedeniyle uygulamay1 sinirlayabilmektedir (70).
Sentezledikleri nanogiimiisli, ALA varliginda veya yoklugunda insan pankreas duktal
adenokarsinomu hicre hatlarinda (BxPc-3, PANC-1 ve MIA-PaCa2) ve normal insan
pankreas kanal hiicre hattinda (CRL-4023) tedavi amaciyla kullanmislardir (70).
Gumiis, pankreas kanseri hiicrelerini segici olarak ortadan kaldirmis ve ALA da
sitotoksisiteyi desteklerken, iyi huylu hucrelerin bu sitotoksisiteye blyik o6lclde
direndigini gostermislerdir (70). ALA, giimiis partikiilleri ile kompleksler olusturmus
ve giimiis kaynakli ROS olusumunu, mitokondriyal hasar1 ve karaciger toksisitesini
azaltmstir (70). Verileri, ALA varliginda nanogiimiis uygulamasinin pankreas kanseri
tedavisinde gilivenli ve etkili oldugunu gostermektedir (70).

Roby ve ark.’lar1, over epitel hiicresinden tiiretilmis kanserin genetik bir fare
modelini tanimlamiglardir (73). Roby modelini kullanarak, ALA'nin normal MOSEC
(Mouse ovarian surface epithelial cells)’lerin ve timdrijenik MOSEC'lerin blylmesi
tizerindeki etkisini aragtirmislar (73). Kokeninden bagimsiz olarak, ALA, tiimérijenik
olan epitel hicrelerinin biyumesini inhibe ederken normal over yiizey epitel
hicrelerini inhibe etmedigi gézlenmistir (73). ALA'nin tiimorijenik over yuzey epitel
hiicreleri iizerindeki biiylime Onleyici etkisi ile uyumlu olarak, sikline bagimli kinaz
inhibitérl p27'nin stabilitesi, ALA ile tedavi edilen timarijenik hiicrelerde artmis ve
tiimorijenik olmayan hiicrelerde artmadigi gosterilmistir (73). Ozetle, verileri ALA'min
timorijenik over yiizey epitel hiicrelerinin  biiylimesini  baskilayabildigini

gostermektedir. Potansiyel mekanizmalari, TNFa aracili inflamatuar sinyal yollarinin
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inhibisyonu ve p27 stabilizasyonu yoluyla hiicre buyimesinin inhibe edilmesidir (73).
Bizim PCR sonuglarimiza gore de ALA tek basina TNFa iizerine etki gostermezken;
sisplatin+paklitaksel ve ALA-+sisplatin+paklitaksel doz gruplarinda TNFa
ekspresyonu azaldi.

Tiim bu literatiir taramasi ve bizim sonug¢larimizi degerlendirdigimizde ALA nin
ROS temizleyicisi olarak iki karsit rol oynadigi gorilmektedir. Konsantrasyona ve
redoks modiilasyonuna bagli olarak anti-oksidan ya da pro-oksidan olarak
davranabilmektedir (71). Disiik dozlarda ROS’u ortadan kaldirarak normal hiicreleri
korurken; yiksek dozlarda, kanser hucrelerinde apoptozu ve sitotoksisiteyi
indlklemektedir. (20, 71). Ayrica ALA’nin, kemoterapétik ajanlar veya RT ile
kombine edildiginde ¢ok daha giiclii anti-kanser etkilerine sahip oldugu da
gosterilmistir (72).

ALA bizim c¢alismamizda da proliferasyon, invazyon, migrasyon, koloni
olusumu, yara iyilesmesi, apoptoz, hiicre dongisu, PI3K -AKT yolagi ve timor
hicresi adezyonlariyla iligkili genlerin ekspresyonlar1, p-AKT, p-mTOR, p-FOXO1
ve MAPK protein seviyeleri, total oksidan ve total antioksidan duizeylerinin 6lctimdind
ve apoptoz mekanizmasi iizerine bir¢ok basamag: etkiledi, fakat OVCAR-3
hiicrelerinde bekledigimiz gibi sisplatin-paklitaksel ikilisinin etkinligini artirmadi.
Literatiirde over kanseri iizerine ALA’nin etki mekanizmalarimin detaylica yer
almamas1 sebebiyle anti-kanser etkileri tam olarak ag¢ikliga kavusturulamamigtir. Bu
altta yatan molekiler mekanizmalarin daha iyi agiklanabilmesi i¢in daha fazla
arastirmaya ihtiyag vardir.

ALA'nin pan-inhibitor etkilerinin hem in vitro hem de in vivo galigmalar ile

zamana ve doza bagli olarak daha fazla arastirilmas: gerektigi sonucuna vardik.
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SONUC

Artan kanser insidansi ve tedavide karsilagilan zorluklar nedeniyle mevcut
kemoterapétik ilaglarin sensitivitesini artttrmak 6nemlidir. ilaglarin etkinliklerinden
0diin vermeden daha disik dozlarda uygulanabilecek alternatif yontemlerin
arastirilmaktadir. Mevcut ilaglarla beraber yan etkisi az ve etki giiciinii artirabilecek
yeni potansiyel ajanlar agisindan apoptoz, hiicre dongisii iliskili kompleks
mekanizmalari agiklayabilmek biiylik 6neme sahiptir. Bu nedenle arastirilan bir bilesik
olan ALA, proliferasyon, invazyon, migrasyon, EMT ve apoptoz ile ilgili sinyal
yollariin ¢ogunda bir¢ok basamagi etkileyerek ¢esitli kanser modellerinde anti-tumor
aktiviteler sergiledigi gosterilmistir.

ALA’nm over kanserinde en sik kullanilan kemoterapi ajanlar1 olan sisplatin ve
paklitaksel ile kombinasyon halinde kullanilmak {izere yeniden tasarlanmasi
diisiincesiyle yaptigimiz calismamizdan c¢ikardigimiz sonug; ALA sisplatin ve

paklitaksel ile kullaniminda bekledigimiz bir ideal etki ortaya koymadigidir.
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