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OZET

SKOV-3 ovarian adenokarsinoma hiicre hattinda, alfa lipoik asit
uygulanmasinin epitelyal mezenkimal gecis ve migrasyon iizerine etkisi

Dr. Elif ONDER

Kadinlarda kansere bagli 6limlerin besinci dnde gelen nedeni over kanseridir. Etkili
bir tarama yontemi olmadigindan ve semptomlar1 belirsiz oldugundan, epitelyal over
kanseri (EOK)'nin erken tespiti zordur. Bu yiizden, genellikle hastalar ileri evrede
tiimor metastazi mevcutken teshis edilir. Baslica trans¢élomik yol vasitasiyla
metastaz yapan EOK hiicreleri, epitelden mezenkime gegis (EMT) ile primer
EOK’den diger bolgelere yayilir. Dogal bir antioksidan lipofilik bilesik olan alfa
lipoik asit (ALA), kanserli hiicreler tarafindan biriktirilen oksidatif stresi, kanser
hiicrelerinde apoptoza ve hiicre proliferasyon inhibisyonuna yol agarak azaltir.
Caligmamizin amaci over kanserinin en sik goriilen tipi olan epitelyal alt tipinden bir
hiicre hatti olan SKOV-3 ovarian adenokarsinoma hiicre hattinda donistiiriicii
biiytime faktorii B (TGF ) bagimli EMT nin kurulmasi, ALA antioksidan bilesiginin
IC 50 dozunun uygulanmasinin 2D (monolayer) hiicre kiiltiirleri yapilarak ALA’nin
EMT ve over kanseri migrasyonununa etkisini arastirmaktir. Calismamizda SKOV-3
hiicrelerinde EMT modeli kurmak i¢in TGF 1 dozu, RT-PCR sonucunda en uygun
gen ekspresyonlarini sagladigimiz doza gore, ALA IC 50 dozu ise XTT hiicre
canlilig1 kiti kullanarak belirlendi. Kontrol, TGF B, ALA ve ALA+TGF B olmak
tizere dort farkli grup olusturuldu, EMT belirtegleri olan E-kadherin, vimentin, Snail,
Slug, Twist ve Zeb, RT-PCR ile gen diizeyinde 6l¢iildii, immiinsitokimya yontemiyle
de bu belirtegler protein diizeyinde Ol¢iilerek ¢alismamiz desteklendi. Yine her grup
i¢in ayr1 ayr1 migrasyon ve proliferasyonu gostermek i¢in wound healing, invazyon
kapasitasyonunu degerlendirmek i¢in matrigel invazyon testi, kolonilesmeyi
gostermek i¢in kolonizasyon deneyi yapildi. Deney sonuglarina gore TGF B dozu
100/ng/ml ve 72 saat olarak, ALA IC 50 dozu 48. saat ve 219,033 uM olarak
belirlendi. RT- PCR sonuglarina goére TGF- 8 grubunda EMT belirtecleri EMT ile
uyumlu olup, ALA verilen gruplarda EMT’yi inhibe ettigi gosterildi. Bu belirtecleri
protein diizeyinde gostermek igin yapilan immiinsitokimya sonuglart RT-PCR

sonuglartyla uyumlu bulundu. Yine yapilan wound healing ve invazyon deneylerine
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gore TGF B grubunda proliferasyon ve invazyon artarken, ALA uygulanan ve
kombine gruplarda azaldi. Tim bu bulgular 1s138inda TGF B1 uygulayarak EMT
modeli kurdugumuz ve daha invaziv ve proliferatif hale getirdigimiz SKOV-3
hiicrelerinde, ALA uygulayarak proliferasyon, migrasyon ve invazyonun
engellendigini hem gen diizeyinde hem de morfolojik olarak gosterdik. Bu
calismanin sonuglari, ALA’nin over kanserinin proliferasyon, invazyon ve
metastazinin  dnlenmesi i¢in umut verici bir terapotik ajan olabilecegini
diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: metastaz, EMT transkripsiyonel faktorler, E-kadherin, vimentin,
TGF B1
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SUMMARY

The effect on epithelial mesenchimal transition and migration of applying alpha
lipoic acid in SKOV-3 ovarian adenocarcinoma cell line
Dr. Elif ONDER

Ovarian cancer is the fifth leading cause of cancer-related death in women. Because
of there is no effective screening method and its symptoms are unclear, early
diagnosis of epithelial over cancer (EOC) is difficult. Therefore, patients are usually
diagnosed with advanced tumor metastases. EOC cells primarily metastasize via the
transcoelomic pathway. It spreads from primary tumor by undergoing epithelial
mesenchymal transition (EMT). It has been suggested that alpha lipoic acid (ALA), a
natural antioxidant lipophilic compound, reduces the oxidative stress by causing
apoptosis and inhibition of proliferation of cell in cancer cells. The aim of our study
was to establish a transforming growth factor 3 (TGF ) dependent EMT model in
the SKOV-3 ovarian adenocarcinoma cell line which is from the epithelial subtype of
ovarian cancer and to investigate the effects of applying IC 50 dose of alpha lipoic
acid on epithelial mesenchymal transcytosis and ovarian cancer migration. In our
study for establish an EMT model in SKOV-3 cells, we determined the TGF 1 dose
by RT-PCR and used XTT cell viability kit to determine IC 50 dose of alpha lipoic
acid. We created four different groups that are control, TGF B, ALA and ALA+TGF
3 and analyzed the EMT markers which are E-cadherin, vimentin, Snail, Slug, Twist
and Zeb, at the gene level by RT-PCR. After that we determined these markers at the
protein level with the immunocytochemistry method. The migration capacities of
SKOV-3 cell were assessed by wound healing assey. We used matrigel invasion
capacity test to show invasion and a colonization test to show colonization for each
group. According to the test results, the TGF 81 dose was determined as 100/ng/ml
and 72 hours, and the ALA IC 50 dose as 48 hours and 219,033 uM. According to
the RT-PCR results, EMT markers in the TGF- group were compatible with EMT,
and it was shown to inhibit EMT in the groups given ALA. The results of
immunocytochemistry to show these markers at the protein level are compatible with

RT-PCR results. Again, according to wound healing, colonization and invasion
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experiments, proliferation and invasion increased in TGF B group, but decreased in
ALA and combined groups. According to all these findings, we have shown that
proliferation, migration and invasion are inhibited both at the gene level and
morphologically by applying ALA in SKOV-3 cells, which we established an EMT
model and made more invasive and proliferative by applying TGF B1. These results
indicate that ALA suppresses the metastasis of ovarian cancer cells by regulating
EMT, implying that ALA might be a potential therapeutic agent for the treatment of
ovarian cancer.

Keywords: metastas, EMT transcriptional factor, E-cadherin, vimentin, TGF 31
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GIRIS

Kadinlarda kansere bagli 6liimlerin besinci 6nde gelen nedeni over kanseridir
[1, 2]. Over kanseri, tiimoriin ortaya ¢iktigi hiicre kokenine gore; epitel, germ hiicreli
ve stromal olmak tizere tice ayrilir. Son derece nadir goriilen kii¢iik hiicreli karsinom
ve sarkomlar gibi birkag¢ yumurtalik kanseri tiirli de bildirilmistir [1, 3]. Over kanseri
vakalarinin % 85'inden fazlasini olusturan EOK, over kanseri ile iligkili 6liimlerin
cogundan sorumludur [1, 4]. EOK yi, Diinya Saglik Orgiitii (WHO), su tiplere ayirir:
seréz, miisindz, endometrioid, berrak hiicreli, gecis hiicreli, mix tip, farklilasmamis
ve simiflandirilmamig [5]. Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (FIGO)
tarafindan, yapisal Ozelliklerine gore, EOK’yi ayrica 3 smifa ayrilmistir: serdz
EOK'de FIGO grade 1 diisiik dereceli olarak tanimlanirken, FIGO grade 2 ve 3
yiiksek dereceli olarak birlestirilmistir [6]. Histolojik alt tipler ve gradeler ile
simiflandirma prognostik 6nem tasir [5]. Grade 1’de, timor overler veya fallop
tiplerinde smirlidir, grade 2’de tiimor pelvise kadar genislemistir, grade 3’de timor
pelvis dis1 olan periton ve/veya retroperitoneal lenf nodlarina uzanmigtir ve grade 4
periton dis1 uzak organ metastazi ile karakterizedir [7]. Endometrial ve servikal
kanserlere gore over kanserinin morbiditesi daha diisiik olmasina ragmen, jinekolojik
kanserler arasinda en yiiksek 6liim oranina sahiptir [2]. Bes yillik sagkalim orani
EOK'nin % 45'in altindadir [8] ve ileri evreli hastalarin % 80'inde niiks ve koti
prognoz goriiliir [9]. Etkili bir tarama yontemi olmadigindan ve semptomlar1 belirsiz
oldugundan, EOK'nin erken tespiti zordur. Bu yiizden, genellikle hastalar ileri evrede
timor metastazt mevcutken teshis edilir [9].

Cok asamali ve karisik bir siire¢ olan metastaz, kanser hiicrelerinin ilk
tiimorlerden yayilarak viicudun farkli bolgelerinde yeni tiimorler olusturmasidir. Bu
slireg, Ozel bir gen dizisi ve sinyal yolaklar1 tarafindan diizenlenir. Baslica
trans¢Olomik yol vasitasiyla metastaz yapan EOK hiicreleri, EMT vasitasiyla primer
EOK tiimoriinden yayilir [10] ve periton boslugu igindeki asidik sivida sferoid
seklinde serbestge yiizer. Metastatik hiicreler daha sonra mezotelyuma saldirir veya
daha derinden peritoneal organlar istila eder [11]. Ek olarak, metastatik over kanseri
hiicreleri, kan veya lenf damarlarindan gegebilir ve hematojen ve lenfatik metastazda
yeni timorler olusturmak i¢in damar digina sizabilir [11, 12]. Tim over kanseri

Oliimlerinin yaklagik % 901 EOK’nin ikincil bolgelere metastazi olusturmaktadir



[11]. Bu nedenle, EOK metastazinin altinda yatan mekanizmalarin anlagilmasi, daha
etkili terapotik araclarin gelistirilmesini saglayabilir.

EMT, geri dontisiimlii, epitel hiicrelerinin apikal-bazal polaritesini ve hiicre-
hiicre yapismasini kaybettigi ve migrasyon kapasitesinin arttigi daha ig seklindeki
mezenkimal hiicreler haline geldigi bir siiregtir. Bu siire¢ boyunca, E-kaderin gibi
adherens baglantilarinin 6nemli bir bileseni ve desmozomlarin stabilizasyonu igin
onemli olan okludinler, klaudinler, Epcam, a6B4 integrin ve farkli sitokeratinler
baskilanir. Aynm1 anda, vimentin, fibronektin, noral kaderin (N-kaderin), 81 ve B3
integrinler ve matris metalloproteinazlar (MMP'ler) artis yoniinde diizenlenir [7, 13].
Bu mezenkimal benzeri hiicreler, mezenkimal epitelyal gecis (MET) ad1 verilen bir
stireg ile tekrar epitel durumuna doénebilirler [13]. Ayrica, son kanitlar kanser
hiicrelerinin hem epitelyal hem de mezenkimal hiicre 6zelliginde bir ara form olan
"kismi EMT" durumunda olabilecegini gostermektedir [14-16].

EMT'nin meydana geldigi duruma bagli olarak, ii¢ tir EMT tanimlanir.
Embriyogenez sirasinda onemli olan Tip I, yara iyilesmesi ve fibroz sirasinda
gozlenen tip II ve kanserin progresyonu ile iliskili olan tip III [17]. Tip Il EMT,
kanser hiicrelerinin kemo ve immiinoterapiye direncini artirarak timor baglatma ve
metastaz yapma kapasitesini yonlendirir [13]. Ayrica, kanser hiicrelerini anoikise
kars1 daha direngli hale getirir [18].

EMT'yle, TGF B, Wnt, Notch ve Hedgehog gibi birkag anahtar sinyal yolaginin
iligkili oldugu bilinmektedir. TGF B yolu, TGF B siiper ailesinin iiyeleri olan TGF 3
ler, Nodal ve kemik morfogenetik proteinler (BMP'ler) dahil ayn1 kokenli
ligandlarin, TGF B reseptorlerine baglanmasiyla etkinlestirilebilir. TGF B sinyali,
TGF B reseptorlerinin uyarilmasi izerine SMAD'a bagimli ve SMAD'dan bagimsiz
iki yola ayrilir. SMAD bagimli yolda, TGFB reseptoriiniin aktivasyonu iizerinden
SMAD kompleksi sayesinde vimentin gibi mezenkimal genlerin ekspresyonu
uyarilabilir. Bu sinyal yolaklar1 devaminda EMT transkripsiyon faktorlerinin (EMT-
TF) aktivasyonuna yol agar. EMT'nin ana diizenleyicileri olarak ¢esitli transkripsiyon
faktorleri tanimlanmistir. Bunlar; Snail faktorleri (SNAI1 ayn1 zamanda Snail olarak
bilinir, SNAI2 ise ayn1 zamanda Slug olarak bilinir), bHLH faktorleri (E12 ve E47,
Twistl ve Twist2) ve ZEB faktorleri (Zebl ve Zeb2)’dir [19]. Ayn1 zamanda, Snail

apikal-bazal polariteyi ve siki baglantt olusumunu diizenleyen genlerin



ekspresyonunu baskilamada iyi bilinen bir goreve sahiptir. EK olarak, mezenkimal
genleri direk olarak uyarmak igin Snail, bir transkripsiyon aktivatorii olarak islev
gorebilir [20].

Basic helix-loop-helix (bHLH) transkripsiyon ailesine ait Twistl ve Twist2,
genis bir gelisimsel ve patolojik siirecler dizisinin ana diizenleyicileri olarak islev
goriirler. Twist, epitel genlerinden E-kaderini azaltirken, N-kaderin ve vimentin gibi
mezenkimal genlerin ekspresyonunu aktive eder. Zebl ve Zeb2, Zeb transkripsiyon
faktor ailesinin iki tiyesidir, dogrudan E-box elemanlarina baglanir ve E- kadherin
ekspresyonunu baskilar. Zeb proteinleri E-kadherine ek olarak, siki baglanti
genlerinin ve hiicre polarite komponentlerinin ekspresyonunu dogrudan azaltarak
EMT'yi harekete gegirir [20].

Dogal bir antioksidan lipofilik bilesik olan ALA, insanlar dahil bitkiler ve
hayvanlar tarafindan kii¢iikk miktarlarda sentezlenir. Trikarboksilik asit dongiisiinde
(TCA) yer alan mitokondriyal enzimler i¢in 6nemli bir kofaktordiir (6rn. Piruvat
dehidrojenaz (PDH), siiksinat dehidrojenaz (SDH). ALA ayrica, antioksidan ve
redoks diizenleyici 6zelliklere sahiptir [21].

Alfa lipoik asit (ALA), tiyotik asit olarak da bilinir, dogal olarak olusur ve
yapisinda kiikiirt igeren, kisa zincirli bir yag asididir. Diabetes mellitus,
hipertansiyon, Alzheimer hastaligi, Down sendromu, bilissel islev bozuklugu gibi
birgok hastalikta ve meme kanseri dahil olmak iizere bazi kanser tiirlerinin
tedavisinde kullanilmigtir. ALA’nin terapdtik bir ajan ve besin takviyesi gibi
alternatif bir ila¢ olarak kullanimi hizla artmaktadir. ALA'nin antioksidan etkisi,
endojen antioksidanlart yenileme ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizleme
kabiliyeti nedeniyle hiicresel biiylimede 6nemli bir rol oynar. ALA, serbest radikal
temizleyicisi olarak ve birgok oksidatif stres ile inflamasyonu azaltmasi igin
dihidrolipoik aside indirgenmistir. ALA'nin kanserli hiicreler tarafindan biriktirilen
oksidatif stresi, kanser hiicrelerinde apoptoza ve hiicre proliferasyon inhibisyonuna
yol agarak azalttigi One siiriilmiistir [22]. Cesitli kanserlerde ALA’nin antikanser
etkileri bildirilmistir. ALA, esas olarak antioksidan ve serbest radikal temizleme
aktivitesi aracilifiyla normal doku ve hiicreleri radyasyona karsi koruyucu olarak

rapor edilmistir [23].



Caligmamizda over kanserinin en sik goriilen tipi olan epitelyal alt tipinden bir
hiicre hatt1 olan SKOV-3 ovarian adenokarsinoma hiicre hattinda, TGF-1 Bagimlh
EMT nin kurulmasi sonrasi alfa lipoik asit antioksidan bilesiginin farkli dozlar
seklinde uygulanmasinin 2D (monolayer) hiicre kiiltiirleri yapilarak lipoik asitin
epitelyal mezenkimal transitoz ve over kanseri migrasyonununa etkisi ve bu etki
altinda yatan mekanizmalar analiz edilecektir.

Calismamizda alfa lipoik asitin  EMT'yi diizenleyerek insan over
adenokarsinom hiicre dizisi SKOV-3’te migrasyon ve invazyonu baskilayip

baskilamadigini ve bunun altinda yatan mekanizmalar1 aragtirmay1 amagladik.



GENEL BIiLGILER

OVER

Disi gonad olan over, intraperitoneal yerlesimli bir ¢ift endokrin organdir ve
tipik olarak karnin sol ve sag alt kadranlarinda bulunur. Hem hormon iiretiminde
hem de iiremede temel rol oynar [24]. Graniiloza ve teka hiicreleri overde bulunur ve
Ostrojen ve progesteron dahil olmak iizere ¢ok sayida hormon salgilar [25].

Overlerde; over kanseri, over torsiyonlari, ektopik gebelikler, ovarian apseler,
hormonal dengesizlikler veya Kkistler olmak iizere ¢ok sayida patolojik siireg
meydana gelebilir. Bu patolojiler, etkilenenlerin saglig1 tizerinde zararl etkilere sahip
olabilir [26].

Over Anatomisi

Kadmn ireme sisteminin temel organi olan overler, erkeklerde testis ile
homologdur. Yaklasik 3 x 1,5 x 1 cm boyutlarinda oval sekilli gonadal yapilardir.
Asag1 ve 6ne dogru uzanan ¢ift halinde bulunan overler pelvis i¢inde ve uterusun
hemen yanindadir. Ovarian fossa iginde, iireterlerin Oniinde ve external iliak
damarlarin arkasinda bulunurlar [27]. Zigotu implantasyon igin uterus bosluguna
tasima iglevi goren fallop tiipleri yoluyla uterusa baglanir [28]. Hi¢ dogum yapmamis
kadinlarda, pembemsi ve piirlizsiiz bir dig yiizeye sahipken, multiparlarda daha
grimsi renkte ve tekrarlayan yumurtlamalardan dolayr burusuk yiizeylidir. Overler,
kan damarlarinin, sinirlerin ve lenfatiklerin gegtigi mezovaryan (6n) smir disinda
tamamen peritonla kaplidir. Overlerin 6niinde ligamentum umblikale mediana
bulunur. Mezovaryum olarak da adlandirilan uterusun broad ligamentinin arka
uzantis1 olan infundibulopelvik veya suspensor ligament, overlerin yukarisinda yer
alir. Over, ligamentum suspensorium ovarii ile viicut duvarina baglanir. Overde;
ovarian arter ve veni, ayrica sempatik ve parasempatik pleksuslar1 tasiyan
ligamentum suspensorium ovari ile, gubernakulum kalintisi olan ve herhangi bir
damar igermeyen ligamentum ovari proprium olmak iizere iki bag vardir [26].
Binlerce folikiil igeren overde her ay bir folikiil, ovulasyon sirasinda oosit atmak i¢in

dominant folikiil (Graaf folikiilii) haline gelir [29]. Ultrasonda, over stromaya



karsilik gelen ekoik bir merkezi alana ve kortekse karsilik gelen bir periferik bolgeye
sahiptir [27].

Abdominal aortun bir dali olan ovarian arter, ligamentum suspensorium ovarii
yoluyla overe ulasir. Overler pelvik organ olmalarina ragmen, yerlerinin kokenini
gosteren abdominal aortadan beslenirler. Ovarian venler overden kani alirlar; sag
ovarian ven dogrudan vena kava inferiyora (IVC), sol ovarian ven ise sol vena
renalise dokiiliir. Over ve fallop tiiplindeki lenf damarlar1 dogrudan paraaortik
diigtimlere dokiiliir [28]. Overin sempatik innervasyonun iki kaynagi vardir; biri
ligamentum suspensorium ovarii yoluyla overe ulasan, aynt zamanda uterusun
fundusunu da innerve eden ve renal pleksustan kdken alan overian pleksustur. Ikinci
sempatik innervasyon kaynagi ise ovarian ligament ile tasman nervus ovarica
superiordur [30]. Parasempatik innervasyon, pelvik splanknik sinirlerden

kaynaklanan uterin (pelvik) pleksustandir [26].

Over Embriyolojisi

Over ara mezodermden koken alir. Ovaryum, merkezi bolge olan medulla ve
yiizeyin altinda olan germinal epitelyum tabakasi olmak iizere iki tabakaya
farklilagir. Yolk sac’in dorsal endodermi, daha sonra olgunlagsmamis oositleri
olusturacak olan hiicreleri iiretir ve bu hiicreler arka bagirsaga gog¢ eder ve daha sonra
da gelisimin 4. haftasinda gonad sirtina go¢ eder. Bu go¢ sirasinda mitozla
olgunlagsmaya ve gogalmaya devam eden hiicreler, gonadlara ulastiklarinda oogonia
olarak kabul edilirler. Oogonia hiicreleri, graniiloza hiicrelerinden olusacak olan bir
bag dokusu tabakasi i¢inde olgunlasmaya devam ederler. Bu olusumun hepsi birlikte,
ilkel over folikiillerinin temelini olusturur [31].

Olgunlasan overler zamanla asag1 inerler, ancak erkek gonadi olan testislerin
aksine, inis karinda sona erer. Overler, bir mezoderm artig1 olan gubernakuluma
baglanir. Gubernakulumun diger yonii ise uterusa baglanarak overlerin asagiya
inmesini  engeller. Ligamentum ovari proprium gubernakulum kalintisindan
kaynaklanir [32].



Over Histolojisi

Ovaryum; korteks ve medulla olmak tizere iki ayr1 bolgeden olusur. Overin
merkezi bolgesinde bulunan medulla ya da medullar bdlge, nispeten biiylik kan ve
lenf damarlar1 ayrica sinirler igeren gevsek bag dokusundan olugsmaktadir. Medullay1
cevreleyen ve daha periferde bulunan bolgenin adi ise korteks ya da kortikal
bolgedir. Medulla ile korteks arasindaki sinir belirsiz olup korteks, zengin seliiler bag
dokusuna gomiilii olan ovaryum folikiillerinden olusur. Bu folikiillerin ¢evresindeki
stromada daginik yerlesimli diiz kas lifleri bulunur.

Ovaryumun yiizeyi, tek katli kiibik ve yer yer yassi epitel ile doselidir. Bu
epitel germinal epitel olarak bilinir ve ovaryumu saran mezotelyum ile devamlilik
gosterir. Germinal epitel ile korteksin arasinda tunika albuginea denen siki bag
dokusu bulunur. Korteksin stromasinda her biri tek oosit igeren gesitli boyut ve
yapidaki over folikiilleri bulunur. Oositin gelisim evresi folikiil boyutundan
anlasilabilir.

Gelisim evresine gore ovaryumdaki folikiiller primordial, primer, sekonder,
olgun ya da graff folikiil olarak tanimlanir. Primordial folikiil; gelisimin en erken
evresinde, oositin ¢ap1 30 mikron ve gevresi tek sirali yassi folikiil hiicreleri ile
cevrili olan folikiildiir. Fetal gelisimin 3. ayinda olugsmaya baglar ve gelisimleri
gonadotropinden bagimsizdir. Yetiskin overinde primordial folikiiller, korteks
stromasinda tunika albugineanin hemen altinda bulunurlar. Folikiil hiicreleri dis
yiizeyde bazal lamina iizerine oturmustur. Oosit ve folikiil hiicreleri bu asamada
birbirleriyle sikica temas halindedir.

Primer folikiilde oosit ¢ap1 artar, oositi saran folikiil hiicreleri yassidan kiibik
hale dontisiir. Oositten bu evrede 6zel proteinler salgilanir ve folikiil ile oosit
arasinda zona pellusida denilen ortii olusur. Zona pellusida oosit ile folikiil hiicreleri
arasinda bulunur ve asidofilik ve PAS reaktifi ile koyu boyanan bir tabaka olarak
gorliniir. Zona pellusida ilk defa oosit ¢apt 50-80 mikron oldugunda ve folikiil
hiicreleri kiibik ya da prizmatige donistiigiinde goriilir. Zamanla folikiil hiicreleri
mitozla ¢ogalir, prizmatiklesip ¢ok katli hale gelir ve artik adlar1 graniiloza hiicresi
olur. Bazal lamina folikiil ile bag dokusu hiicreleri arasindadir ve artik bag dokusu da
farklilasarak teka interna ve teka externa olmak iizere iki tabakaya ayrilir. Teka

interna; vaskiileritesi yiiksek, kiibik, ¢ok sayida liiteinizan hormon (LH) reseptoriine



sahip salgi hiicrelerinden olusmustur. LH uyarimina bagl ostrojen prekiirsorii olan
androjenleri sentezler ve salgilarlar. Teka externa, en dista yer alan temel olarak diiz
kas hiicreleri ve kollojen fiberlerinden olusan bag dokusu tabakasidir.

Sekonder folikiil, graniiloza hiicre sayis1 tabakasi 6-12’ye ulastiginda,
graniiloza hiicrelerinin arasinda sivi dolu kaviteler olusmaya baslar ve bu bosluga
antrum denir. Oosit ¢ap1 125 mikron boyutundadir ve oosit bu asamadan sonra
graniiloza hiicreleri tarafindan salinan oosit maturasyon inhibitori (OMI ) ile
bliylimesi durdurulur. Bu folikiile sekonder ya da antral folikiil denir.

Graaf ya da olgun folikiil; ¢apt 10 mm veya daha fazla olan, antrumun iyice
genisledigi folikiildiir. Bu folikiilde oosit perifere itilmis olup, graniiloza hiicrelerinin
oosit ile iligkili oldugu bélgede kumulus ooforus adi verilen bir tiimsek olusur.
Oositin gevresini saran ve ovulasyonda birlikte atilan kumulus ooforus hiicrelerine
korona radiata denilir. Graf folikiiliinde teka tabakalari daha belirgin hale gelmistir.

Ovaryumun gamet ve steroid hormon tiiretimi olmak tizere iki temel fonksiyonu
vardir. Disilerde gamet iiretimine oogenez, gelismekte olan gametlere oosit, matiir
olgun gametlere ovum denir. Steroidogenez; iki temel steroid hormon olan Gstrojen
ve progesteron overden salgilanir. Ostrojen i¢ ve dis genital organlarin biiyiiyiip
olgunlagmasini, duktal ve stromal biiylimeyi ve adipoz dokusunu artirarak meme
gelisimini  saglar. Progestojenler internal genital organlari, Ozellikle de
endometriumu gebelige hazirlar, memede lobiiler proliferasyonu artirarak memeyi

laktasyon i¢in hazir hale getirirler [33].

OVER KANSERLERI

Diinya’nin bir¢ok yerinde kanser, en sik 6lim nedeni ve istenilen yasam
sliresine ulagmak igin oniimiize ¢ikan en sik engeldir [34, 35]. Over kanseri, serviks
ve rahim kanserinden sonra iigiincli en yaygin jinekolojik kanserdir [35]. Ayrica
prognozu ¢ok kotii ve en yiiksek 6lim oranina sahip kanser tipidir [36]. Meme
kanserine gore over kanseri daha diisiik prevalansa sahip olmasina ragmen, ti¢ kat
daha oliimciildiir [37] ve bu kanserden &liim oranmin 2040 yilina kadar 6nemli
Olgiide artacagi distintiliyor [35]. Timoriin asemptomatik ve Sinsi biiylimesi,

semptomlarin gecikmeli baslangici ve uygun taramanin yapilmamasindan tiimoriin



ileri agamalarda teshisi, over kanserinin 6liim oraninin yliksek olmasina neden olur.

Bu yiizden bu kansere sessiz katil ismi de verilir [37-39].

Epidemiyoloji

Diinya genelinde, niifus artis1 ve artan kanser risk faktorleri, azalmis gebelik ve
emzirme siiresi, ayn1 zamanda tiip ligasyonu, kanser insidansinida artirmstir [35, 40,
41]. Over kanseri (OK), her yil tahmini 239.000 yeni vaka ve 152.000 6liime Yyol
agmaktadir [42]. Dogu ve Orta Avrupa'da (sirasiyla 100.000'de 11,4 ve 100.000'de
6,0) en yiiksek oranlar goriilmektedir. Cin nispeten diisiik bir insidans oranina sahip
olmasma ragmen (100.000'de 4,1) genis niifusa vurdugumuzda 2015'te tahminen
52.100 yeni vaka ve 22.500 hasta 6liimii anlamina gelir [43]. Karsilastirdigimizda,
ayni yil i¢inde 21.290 vaka ve 14.180 o6liimiin ABD'de meydana gelecegi tahmin
edilmektedir [44].

Yasam boyu bir kadinin OK'ye yakalanma riski 75'te 1 ve bu hastaliktan 6lme
riski 100'de 1°dir [45] . Hastalik, tipik olarak 5 yillik sagkalim oran1 % 29 oldugunda
gec evrededir. Birkag vaka (% 15), 5 yillik sagkalim oran1 % 92 [45] olan lokalize
tiimdr (evre 1) tanisi alir. Diinya genelinde ¢arpici bir sekilde, 5 yillik genel goreceli
sagkalim orani1 % 30-40 arasinda degismektedir ve 1995'ten bu yana ¢ok az artmigtir
(% 2-% 4) [46].

Kadinlar arasinda en yaygm yedinci kanser over kanseri olup, koruyucu
faktorlerin yoklugunda yagsam boyu over kanseri olma riski yaklasik % 2,7'dir [47].
Globoccan'a gore, 2018 yili over kanseri vakasi 295.414 olup, kadinlarda bu say1 tiim
kanser vakalarinin % 3,4'Uinii olusturmaktadir [48]. Over kanseri i¢in The Age
Standardized Rate (ASR) oran1 2018 yilinda 6,6 olacagi tahmin edilmektedir [48].
Epitelyal over kanseri goriilme siklig1 yas ve irka gore degisir [49].

Kadinlarda kansere bagli oOliimlerin % 4,4'Ginii olusturan over kanseri
nedeniyle, 2018 yilinda 184.799 6liim meydana geldi. Globoccan 2018'e gore, over
kanseri mortalitesinin ASR'si 3,9'dur. insan gelisim indeksi (IGE) yiiksek olan
tilkeler arasinda kanser insidansi daha yiiksek olmasina ragmen, 6lim orani tersine
donme egilimindedir [48]. En yiiksek 6liim oran1 Asya'da, Hindistan'da goriiliirken,

Avrupa ve Kuzey Amerika'da son yillarda 6zellikle gengler arasinda 6liim orani



azalmistir [50]. Afrikali kadinlar arasinda mortalite-insidans orani uygun tedaviye

erisim imkanlari kisith oldugundan yiiksektir [51].

Risk Faktorleri

Demografik faktor

Yasa bagli bir hastalik olan epitelyal over kanseri, esas olarak menopoz sonrasi
bir hastalik olarak kabul edilir [51, 52]. 65 yas istii kadinlarda bu kanserin gériilme
siklig1 daha belirgindir [53]. Tan1 anindaki ortalama yas onceki galismalara gore, 50-
79'dur [52]. lleri yasla birlikte hastalikta daha fazla ilerleme ve yiiksek mortalite
gorilur [52, 54].

Uremeyle ilgili faktorler

1. Menstriiel siklus

Arastirmacilar ¢ok sayida ¢alismada, ovulasyon siklusu ile over kanseri riski
arasinda iliski oldugunu belirtmislerdir [55]. Bir vaka-kontrol ¢alismasi sonucu, 8,7
yildir ovulasyon olmayan kadinlarda over kanseri riskinin 4 kat azaldigini
gostermisir [56]. Bu bulgular “araliksiz yumurtlama” teorisini desteklemektedir. Bu
teoriye gore siirekli ovulasyon, over kanseri olusumuna overin epiteline zarar vererek
neden olabilir; bu nedenle ovulasyon azalmasina neden olan herhangi bir faktor over

kanserine kars1 koruyucu bir etkiye sahip olabilir [57].

2. Menars yasi ve menopoz
Bazi galismalar erken menars ile over kanseri riski arasinda bir iliski oldugunu
gosterse de [58], diger arastirmacilar over kanseri riski iizerinde menars yasi ve

menopozun higbir etkisi olmadigini bildirdiler [59].
3. Parite
Birkag¢ ¢alismanin sonuglari, gebeligin yumurtalik kanserine karsi koruyucu bir

rolii oldugunu gostermektedir [55, 60].

4. Dogum yasi
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Bir vaka-kontrol ¢aligmasinda gebelik sayisina bagli olarak, gebelikte ileri yas
ile over kanseri riskinde azalma arasinda bir iligkili oldugunu gostermistir [61].
Adami ve arkadaglari, ilk dogum yasindaki her 5 yillik artis i¢in epitelyal, stromal,
germ hiicreli ve borderline over kanseri riskinin % 10'a kadar azalacagini belirtmistir

[62].

Jinekolojik faktorler

1. Pelvik inflamatuar hastahk

Over kanserinin ortaya ¢ikmasiyla inflamasyon ve pelvik enflamatuar hastalik
arasindaki iligki uzmanlar arasinda tartigmalidir. Ness ve digerleri tarafindan yapilan
bir vaka kontrol calismasi, over kanseri baglangicina inflamasyonun katkida
bulundugu hipotezini destekler niteliktedir [63]. Ote yandan, Jia ve arkadaslari,
overdeki inflamasyonla iliskili olaylarin (6rnegin hasarlanmig overin onarilmasi)
gevre over dokusundaki kanser hiicrelerinin salinmasinda artisa neden oldugu
sonucuna varmistir [64]. Boylece, over kanseri riskinin artmasina, ovulasyon ve
overde inflamasyon ile iliskili diger olaylarin katkida bulundugunu belirtmislerdir
[65]. Merritt ve ark. 2008'de yaptiklar1 bir vaka kontrol ¢alismasinda buna zit bir
goriis sunmus olup, kronik inflamasyonun over kanseri gelisiminde hicbir roli
olmadigini belirtmislerdir [66]. Yine bir bagka ¢alismada Lin ve arkadaslari, pelvik
inflamatuvar hastalik ile over kanseri arasinda bir baglanti oldugunu bildirmislerdir
[67].

2. Endometriozis

Endometriozis ile over kanseri arasindaki iliski, ¢esitli mekanizmalarla bir¢ok
caligmalarda gosterilmistir [68]. 1925 yilinda, Sampson endometriozis ve over
kanseri arasinda, endometriozisin maligniteye degisim teorisi temeline dayanan bir
iliski oldugunu Onermistir. Endometriosis iligkili over kanseri olusumunda,
inflamasyon ve PTEN, CTNNBL1 (B-catenin), KRAS ve ARIDIA genleri iliskilidir
[69]. Endometriozise bagli over kanseri diger over kanseri tiirleriyle
karsilastirildiginda, daha geng yasta ve daha erken evrede tespit edilir [69]. Bir
kohort ¢aligmasinda Stewart vd, endometriozisi olan nullipar kadinlarda over kanseri

gelisme ihtimalinin 3 kat daha fazla oldugunu belirtmistir [70].
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3. Over kistleri

Baz1 benign over Kistleri, malign over tiimorlerinin onciisii olarak davranabilir.
Bir vaka-kontrol c¢alismasma gore, over Kkisti olup operasyon geciren kadinlar
arasinda borderline over timorii gelisim riski artmistir [71]. Ek olarak, kompleks

over kistleri, postmenopozal kadinlarda malignite riskini 6nemli 6l¢tide artirir [72].

4. Tiip ligasyonu

Over kanseri gelisme riski, tiip ligasyonu olan kadinlarda azalmistir [73]. Bir
kohort galigmasinda, tiip ligasyonu olan kisilerde high grade serdz karsinom riskinde
% 20 azalma oldugu goriilmiistiir [74]. Tiip ligasyonu olan kadinlarda invazif seréz
kanser (% 19), invazif miisindz kanser (% 32), berrak hiicreli kanser (% 42) ve

endometrioid kanser (% 52) riski azalmistir [75].

Hormonal faktorler

1. Kontraseptif yontemler

Birgok g¢alisma sonucu, oral kontraseptif yontemi kullaniminin over kanserinin
tiim histolojik tiirlerinin olugsum riskini azalttigin1 géstermektedir [76-78]. Kanada'da
yapilan bir vaka kontrol g¢alismasimin sonucunda, hormonal dogum kontrol hap
kullanan kadinlarda miisinz tip over kanseri haricinde tiim histolojik epitel over

kanseri tiplerinde 6nemli bir azalma oldugunu gostermistir [79].

2. Hormon replasman tedavisi (HRT)

Yapilan bir vaka-kontrol calismasi menopozdan sonra kullanilan kombine
ostrojen-progesteron tedavisinin over kanseri riskini artirmadigimi gosterdi [80].
Hempling ve arkadaslari, menopoz sonrast hormon tedavisi alan kadinlarda HRT'nin
uzun siireli kullanimda bile over kanseri ile iligkili olmadigini belirtmislerdir [81].
Ancak, Glud vd oral hormon tedavisinin dnceden histerektomi gecirmeyen kisilerde
over kanseri riskini artirdigini belirtti [82]. Arastirmacilar, 10 y1l veya daha uzun
stiire Ostrojenik yontemlerin kullanilmasinin over kanseri riskini artirdigina inaniyor
[83]. Rossing ve arkadaslari, bir vaka kontrol g¢alismasinda, kombine hormon

tedavisinin progesteron bileseninin over kanseri riskini azalttigini belirtti [80].
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3. [Infertilite tedavileri

Nulliparitenin kendisi ve infertilite over kanserinin risk faktorleri oldugu i¢in
infertilite tedavisi ile over kanseri arasindaki iliskiyi arastirmak zordur [84].
Araliksiz ovulasyon teorisine gore siirekli ovulasyon over epiteline zarar vererek
over kanserinin gelisimine katkida bulunabilir ve dolayisiyla ovulasyonu azaltan
herhangi bir faktoriin over kanserine karsi koruyucu bir etkisi olabilecegini ifade
etmektedir [57]. Over kanseri riskinde artis ile klomifen sitrat ve gonadotropin
kullanim1 arasinda bir iliski oldugu ¢esitli ¢calismalarda gosterilmistir [85].Yapilan
bir kohort calismasinda, klomifen sitrata maruz kalmanin over kanseri riskini
artirdigin1 ve nullipar kadinlar arasinda klomifen sitrat dozunun artmasinin over
kanseri riskini artirdigini  gosterdi [85]. Bir baska vaka-kontrol ¢alismasinda,
ozellikle hMG olmak iizere ovulasyonu tetikleyen ilag kullaniminin epitelyal over

timori riskini artirdigini gostermistir [86].

Genetik faktorler

1. Aile bykiisii

Ailede meme veya over kanseri Oykisii, over kanseri i¢in en Onemli risk
faktoriidiir [49]. Kisisel meme kanseri Oykiisii over kanseri riskini artirir [87].
Yapilan bir vaka kontrol ¢alismasinda, annelerinde veya kiz kardeslerinde meme,
uterus veya over kanseri aile hikayesi olan kadinlarda, over kanseri riski artmistir. (P
<0.001) [88].

2. BRCA mutasyonlari

Over Kkanserlerinin beste birinden fazlasi timor baskilayict genlerdeki
mutasyonlardan [89] ve kalitsal over tiimorlerinin % 65-85'1 BRCA genlerindeki
germ hatt1 mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir [90]. Over kanseri riski, BRCAL ve
BRCA2 mutasyonu tastyicilarinda 40 yasinda % 3'ten az olmasma ragmen, 50
yasinda bu risk % 10'a yiikselir [91]. Meme kanseri olan kisilerde, 10 yil i¢inde over
kanseri gelisme riski % 12,7, BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu tastyicilarinda % 6,8'dir
[91]. 80 yasina kadar katlanmis over kanseri riski BRCA1 mutasyon tasiyicilarinda
% 49 ve BRCA2 mutasyon tastyicilarinda % 21 dir [92].
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3. Lynch sendromu

Lynch sendromu, otozomal dominant ge¢isli ve tiim kolorektal kanserlerin %
1-3'tinden sorumlu olan kanser yatkinligi sendromudur [93]. Lynch sendromu kalitsal
over kanseri vakalarmin % 10-15'inden sorumlu olup, ailesinde Lynch sendromu
olan bireylerde bu kanserin yasam boyu goriilme riski % 6-8'dir [94]. Lynch
sendromuyla iligkili over kanserlerinin cogu miisindz degildir ve bunlarin % 82-84'i
evre | veya evre IlI'dir [95]. Lynch, dort uyusmazlik onarim geninden ( MHL1,
MSH2, MSH6 ve PMS2 ) birinde olan kalitsal mutasyon sonucu olusur ve MSH2 ve
MLH1 bu bireylerdeki en yaygin mutasyonlardir [91, 96]. Bu kisilerde en sik goriilen

over kanseri tiirleri, endometrioid ve berrak hiicreli kanserlerdir [94].

Yasam tarzi faktorleri

1. Beslenme ve diyet

Yapilan bir vaka-kontrol ¢alismasina gore, giinliik balik alimi ile over kanseri
riski arasinda pozitif bir korelasyon varken, gilinlik siit alimi i¢in negatif bir
korelasyon vardir [88]. Baska bir vaka kontrol ¢alismasinda, over kanseri riskinin
daha yiiksek kolesterol alimiyla iliskili oldugunu ve bu riskin sebze, vitamin, beta-
karoten ve B vitamin kompleksi takviyesiyle azaldigi gosterilmistir [97]. Ong ve
arkadaslari, plazmada artan D vitamini konsantrasyonunun over kanseri riskini
azaltabilecegini ortaya koymuslardir [98]. Bu risk azalmasi, kalsiyum ve laktoz

tilketimi durumunda da goriilmektedir [94].

2. Obezite ve fiziksel aktivite

Yapilan bir ¢alismaya gore, obezite over kanserinde hayatta kalma oranini
azaltip, hastaliga bagli 6lim riskini arttirmaktadir. Periferik dokularda androjen
donilisimiinii gosteren Santral obezite, artmis over kanseri riskiyle iligkilidir [99].
Rodriguez ve arkadaglar1 postmenopozal donemde hi¢ dstrojen tedavisi kullanmamais
obez insanlar arasinda over kanseri riskinde % 36 artis oldugunu ve obezite ve uzun
boylulugun over kanserinde mortaliteyi artirdigini bildirmislerdir [100]. Anderson ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir kohort ¢alismasinda, bel-kalga oraninin artmis over

kanseri riski ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Ancak Kotsopoulos ve arkadaslari
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boy ve kilonun over kanser prognozu ile iliskili olmadigini bildirmislerdir [101].
Yine yapilan bir vaka kontrol ¢alismasinda arastirmacilar, fiziksel aktivitenin over
kanseri riskinde azalma ile iliskili oldugu sonucuna varmislardir [102]. Bu sonug

diger galismalarla desteklenmemistir [103].

3. Alkol, kafein ve sigara

Diinya iizerinde bir¢ok arastirmaci, alkoliin over kanseri riskini artirmadigini
diisiinsede [104], Goodman ve Tung’a goére alkolle over kanseri arasindaki iliski
alkol tipiyle iliskilidir [105]. Yapilan bir vaka kontrol ¢alismasinda, kafein ve kahve
tiketiminin menopoz Oncesi kadinlarda over kanseri riskini artirabilecegini
gostermistir [106]. Birgok aragtirmacinin, menopoz Oncesi ve sonrasinda sigara
kullanimiyla over kanseri riski arasinda bir iligkinin olmadigina inanmasina ragmen
[107], Jordan ve arkadaslar1 20 yil boyunca giinde bir paket sigara igimiyle benign
miisindz, borderline ve malign timor gelisim riskinin iki katina ¢iktigini
belirtmislerdir [108]. Gram ve arkadaslarinin yaptigi bir kohort ¢alismasinda, sigara
icme siiresi ve miktarinin borderline tiimor riskini artirdigini goéstermislerdir. Kim ve
arkadaglar1 sigara i¢cmenin over kanserine baghh Oliimleri %25 artirdigim

gostermislerdir.

Diger

1. Emzirme

Yapilan arastirmalara gore, emzirme siiresi, anne siitliyle beslenen ¢ocuklarin
sayist ve over kanseri riski arasinda ters bir iliski vardir. Bir vaka kontrol
caligmasinin sonucu, laktasyonun over kanseri riskini % 22 azalttigin1 ve bu riskin
daha uzun laktasyon siiresiyle azaldigini gosterdi. Bu caligmada, en fazla risk
azalmast endometrioid ve berrak hiicreli over kanserleriyle iliskiliydi. Tung ve
arkadaslart da bu konuda hemfikir olup emzirme siiresinin miisindz olmayan timor
riskini azalttigini belirttiler. Ancak, bu ¢alismada miisindz tiimorlere karst boyle bir

koruyucu etki goriilmemistir.

2. Sosyo-ekonomik durum
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Over kanserinin goriilme sikligi ve sagkalim oranimi belirleyen G6nemli
faktorlerden biri sosyo- ekonomik durumdur. Saglik hizmetlerine zamaninda erigim,
over kanseri semptomlar1 hakkinda hasta farkindaligimin artmasi, semptomlara
yerinde ve zamaninda yanit, hastanin yasam tarzi ve altta yatan hastaliklar,
sosyoekonomik durum ile over kanseri arasindaki iligkiyi destekler. Bir vaka-kontrol
calismasina gore, egitim diizeyi ile over kanseri riski arasinda ters bir iligki vardir

[109].

Tablo 1. Over Kanseri Risk Faktorleri [110]

Yiiksek risk Diisiik risk

Geg yasta ¢ocuk dogurma 18 ay veya daha uzun siire emzirme
Erken menars, Ge¢ menopoz Geg menars, Erken menopoz
Endometriozis Multiparite (her ek gebelikte risk azalir)

Bes yildan uzun siiredir Ostrojen | Histerektomi*, Tiip ligasyonu*

replasman tedavisi

Genetik  yatkinligr  diisiindiiren aile | Az yagh diyet

Oykiisii
Genetik sendromlar Oral kontraseptif kullanimi
Yiiksek yagl diyet Diistik parite

Over Kanseri Patogenezi

Over kanseri patogenezinde en yaygin One siiriilen hipotez ‘araliksiz ovulasyon
teorisi’dir. Buna gore tekrarlayan ovulasyon over epitelinin tekrarlayan yikim ve
onarimina (veya hormon ve sitokinden zengin folikiiler siviya tekrarlayan maruziyet)
DNA hasarmi ve karsinogenezi artirir. Boylece, bir kadin yasami boyunca ne kadar
cok ovulasyona maruz kalirsa, over kanseri gelisme riski o kadar artar. Digerleri
gonadotropinin artan seviyelerinin inkliizyon kistleri i¢indeki (potansiyel olarak
fallop tiipii epitelinden) epitelyal proliferasyonu ya direk olarak ya da biiyiik bir
potansiyelle neoplastik transformasyon i¢in steroidogenez vasitasiyla uyardigini one
stirdiiler. Bu teoriye isaret edenler tekrarlayan ovulasyonun pro-inflamatuar etkilerine

ve retrograd menstriiasyon veya talk benzeri kontaminasyonun inflamatuar etkilerine
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benzer kronik inflamasyonun bir rol oynadigini 6ne siirdiiler [9]. Over yiizey epiteli
modeli, Ozellikle Tip I over kanseri ile iligkili bir dizi 6nemli 6zelligi
aciklayabilmesine ragmen, Tip II tiimorlerin anlasilmasinda 6zellikle high-grade
seroz karsinom (HGSC)’lerin anlasilmasinda zay1f kalir.

Piek ve arkadaslarina gore over kanserinin gelisiminde fallop tiipii epiteli over
yiizey epiteline gore daha fazla rol alir. Daha sonraki caligmalarda erken over
kanserinde, ¢ogu lezyonun fallop tiip epitelinde oldugunu dogruladi. SEE-FIM
protokolii adi verilen bir patoloji protokoliiniin gelistirilmesi, BRCA mutasyon
tastyicilarinda fallop tiiplerini sistematik olarak degerlendirmek igin, fallop tiiptiniin
distal ucundaki erken ser6z karsinomlarin tekrarlanabilir sekilde taranmasini
saglamistir. Bu protokole gore taranan vakalarin ¢ogunda lezyon fimbriyada
bulunuyordu ve ser6z tubal intraepitelyal karsinom (STIC) igeriyorlardi. Bu
vakalarin overlerinde intraepitelyal veya invaziv serdz karsinom tanimlanmamistir.
Tipkt HGSC’ler gibi STIC’lerde Ki67 ile immiinohistokimyasal olarak boyanarak
proliferatif oldugu gosterilmis ve ayni zamanda STIC’lerin de yogun p53 boyandigi
izlenmistir. Daha da onemlisi, STIC lezyonlarmin ¢ogunlugunda DNA dizilimi,
eszamanlit HGSC ile ayn1 P53 mutasyonuna sahip oldugu gosterilmistir [111].

Over Kanseri Siniflamasi ve Histopatolojisi

Over kanserinin epitelyal, germ hiicreli ve seks-kord- stromal olmak tizere iig
tipi vardir. Bunlardan epitelyal en sik goriilen tip olup, son ikisi tlim over kanserleri
icinde % 5’ten azdir. Epitelyal over kanserinin 4 tip histolojik subtipi olup; serdz,
endometrioid, miisindz ve berrak hiicreli olarak adlandirilir. Seréz tiimoérler high-
grade ser6z karsinom ve low-grade serdz karsinom (LGSC) olarak iki sekilde
smiflandirihir. HGSC’ler epitelyal ovar kanserinin biitiin tiplerinin 70% ile 80%’ini
olustururken, LGSCler %5’ inden azini olusturur. Endometrioid, miisin6z ve berrak
hiicreli subtipi sirasiyla %10, % 3 ve % 10’unu olusturur.

Epitelyal Over Kanseri

Epitelyal kanserler tipik olarak over, tubal ve pelvisteki diger epitelyal
bolgelerden orjin alirlar. Epitelyal over kanserler tip I ve tip II olmak {izere iki
kategoriye ayrilir. Tip II tiimorler kadar 6ldiiriicti olmayan tip I tiimorlere devamli

ovulasyonlar, inflamasyon ve endometriozisin sebep oldugu diistiniiliir [112]. Tip |
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tiimorler LGSC, miisindz, endometrioid ve berrak hiicreli karsinomlar1 igerir ve oncii
bir lezyondan daha yavag biiylime egiliminde olan tiimdrlerdir. Buna karsilik tip II
tiimorler yiiksek grade ve hizli progresiftir ve tip II tiimorlerin en sik goriilen tipi
HGSC’dir [111]. Endometriozisin kadinlarda over kanserini 6zellikle epitelyal over
kanserini % 5 ila % 15 arasinda artirdigina inanilir. Ne yazik ki, tip II tiimdorler daha
Olimciildiir. Bu kanserler genellikle daha ge¢ tam1 alir, BRCA VE p53
mutasyonlartyla iligkilidir. Bir teoriye gore bu kanserlerin orjin noktasi fallop
tiiplerinden goctiigiidiir.

LGSC ve HGSC seroz karsinomlar

LGSC ve HGSC karsilastirildiginda, HGSC serdz tip tiimorlerin % 90’11
olustururken LGSC’ler % 10’unu olusturur. Bu iki tip serdz kanser molekiiler profil,
klinik prezentasyon ve hatta prognoz agisindan farklidir. LGSC’ler HGSC’lere gore
beklenen yasam siiresinin daha uzun olmasindan dolay1 daha iyi prognozludur. Ek
olarak, HGSC’lere kiyasla LGSC’ler daha erken yasta teshis edilir. LGSC’ler
overden, HGSC’ler fallop tiiplerinden kaynaklanma egilimindedir ve over veya
peritona yayilim gosterirler. HGSC’ler daha dldiirticii bir prognozla iligkilidir ve bu
tipe sahip kadinlarin % 85’1 ileri evrededir ve 10 yillik 6liim orani % 70 dir.

Endometrioid Karsinomlar

Endometrioid kanserlerin endometriozisten orjin alindigina inanilir ve siklikla
erken evrede tani konulur, bu histolojik tipten etkilenen kadinlar daha iyi bir
prognozla sonuglanir. Bunun bir sebebi bu histolojik tipin kemosensitif olmasi ve
daha basaril1 bir sekilde tedavi edilebilmesidir.

Berrak hiicreli karsinom

Berrak hiicreli karsinom, epitelyal over kanserlerinin % 10’unu olusturur ve
endometrioid kansere benzer sekilde iyi bir prognoza sahiptir. Bunun nedeni siklikla
erken evrede tami konulmasidir. Eger gec veya hastalik ilerledikten sonra tami
konulursa, prognoz endometrioid veya serdz kansere benzer olacaktir. Bunun kismen
nedeni bu taniyla goriilen komplikasyonlarla iligkili olmasinimn yani sira hiicrelerin
platin bazli kemoterapiye daha az hassas olmasidir.

Miisinoz Karsinom

Epitelyal kanserin en az tipi olan miisindz karsinom, siklikla evre I’ de tani

konulur. Miisindz histoloji gastrointestinal sistemden metastazla iligkili olabilir.
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Kadinlara, miisinéz karsinomu diglamak ig¢in tiim gastrointestinal sistem
degerlendirilmesi 6nemle Onerilir.

Germ hiicreli karsinom

Germ hiicreli tiimorler nadirdir ve tiim over kanserlerinin sadece % 3’iini
olusturur. Tipik olarak gen¢ yasta tami alirlar ve ortalama tani yast 10- 30 arasidir.
Over germ hiicreli tiimorler tedavi planlamasinda yararli olabilen, bazi timor
belirteclerini iirettigi bilinmektedir. Over kanserlerinin bu tipine siklikla daha geng
yaslarda tam1 konuldugundan, hastanin fertilizasyon istegi ve potansiyeline
odaklanmayi iceren bir tedavi plani gelistirmek 6nemlidir.

flging bir sekilde over germ hiicreli tiimérlerin histolojik tipleri, erkeklerde
testislerde goriilen germ hiicreli tlimorlerin histolojisiyle karsilastirilabilir. Germ
hiicreli tiimorler, abdominal sislik ve diizensiz vajinal kanama gibi diger over
kanserlerine benzer spesifik olmayan belirtiler gosterirler.

Over Seks Kord Stromal Tiimorleri

Seks kord stromal tiimorler tiim over kanserleri i¢inde en az goriilen ve tim
primer over kanserlerinin %?2’sinden daha azini olusturur. Cok cesitli epitelyal over
kanserlerinin aksine, seks kord stromal tiimorler daha nadir goriilen ve erken tani
konulan tiimdrlerdir. Bu tip over kanserleri, beyaz kadinlarin aksine Afrikali
Amerikal1 kadinlarda daha yiiksek oranda goriiliir ve ortalama tani yast 50 civaridir.
Dikkat ¢ekici bir sekilde, sigaranin berrak hiicreli karsinom gibi bu kanser tipinde de

riski azalttigi gosterilmistir [112].
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Sekil 1. Over kanseri histopatolojik siniflandirmasi

Tam

Semptomlar

Erken evre hastalikta, hasta tiimdr biliylimesi sonucu diisiik abdominal basinca
ve agriya bagh idrar sikisikligi veya kabizliktan sikayet edebilirler. Ayrica over
kitlesinin riiptiirii ya da torsiyonuna sekonder acil bir cerrahi durumlada karsimiza
cikabilir. Ilerlemis hastalikta, karmn sisligi, kabizlik, anoreksiya veya erken doyma
gibi asit, omental veya bagirsak tutulumu ile ilgili belirtilerle gelebilir.

Bulgular

Over kanserinin en énemli bulgusu fizik muayenede ele gelen pelvik kitledir.
Solid, diizensiz, sabit, nodiiler, bilateral pelvik kitle yiiksek oranda over kanserini
diisiindiiriir. Ilerlemis hastalikta abdominal sislik ve asit genis tiimdrden dolay
oldukga yaygindir. Siskinlik kismi bagirsak tikanikligi, ileus, omentumun malign
infiltrasyonu veya bunlarin kombinasyonlarina bagl olabilir. lyi bir fizik muayene
ile over kanseri i¢in onemli pozitif bulgular elde edilebilir. Supraklavikuler, inguinal
hatta aksiller nodlar metastaz sonrasi biiyliyebilir. Pulmoner muayenede asite eslik
eden plevral eflizyon goriilebilir. Zayiflama, bacak 6demi, deri metastazlar1 da ayrica
goriilebilir.

Goriintiileme

Bir pelvik kitlenin tanis1 i¢in laparotomi yapilir. Over kanseri tanisinda gesitli
goriintiileme yontemleri ortaya ¢ikmistir. Semptom veya bulgular pelviste lokalize
oldugunda, over boyutunu Ol¢mek ve internal over yapisini gostermek igin
transvajinal ultrasonografi primer rol oynar. Birka¢ arastirmaci, voliim, septum
kalinlig1 ve papiller yapilarin varligimin malign histoloji i¢in 6nemli belirtegler
oldugunu gosterdiler. Postmenapozol hastalarda 5 cm den daha kiigiik capta tek
tarafli kist varlig1 diisiik malignite insidansini gosterir. Over tiimdriinde vaskiilarite
ve kan damar1 degerlendirilmesinde renkli flow doppler transvajinal ultrasonun
degerlendirmesinin sensitivitesini artirmistir.

Belirtecler
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Kanser antijeni (CA 125) pekcok epitelyal over timori tarafindan eksprese
edilmektedir. Bast ve arkadaglar yiiksek CA 125 degerinin over kanserli kadinlarda
(% 82), genel popiilasyona gore (% 1), benign hastalikli kadinlar (% 6) ya da
jinekolojik kanseri olmayan kadinlara gore (% 28,5) daha sik oldugunu gosterdiler.
CA 125 seviyesi cerrahi olarak belirlenen % 23-50 evre | ve % 90 evre Il over
kanserinde yiiksek olarak belirlenir. Pelvik kitlesi olan postmenapozal bir kadinda,
yiksek CA 125 seviyesi over kanserini siiphesini dogrulayabilir. % 25 over
kanserinde belirte¢ negatif oldugu i¢in normal bir CA 125 seviyesi over kanserini
dislamak i¢in garanti olmaz. Bunun yaninda, 6zellikle premenapozol kadinlarda CA
125 seviyesi Ornegin myom, endometriozis ve hamilelik gibi bagka jinekolojik
durumlarda, karaciger veya akciger ya da diger malignensilerde yiikselebilir. CA19.9
ve OVXI1 halen degerlendirme asamasinda olup plazma lizofosfatidik asit seviyesi
over kanseri i¢in % 90 spesifiteye sahip olup, evre | ve II vakalarda % 90’dan fazla
yiikselmistir.

Tan: Stratejisi

Over kanseri siiphesi olan kiside ilk Once pelvik muayene Onerilir,
postmenapozol kadinlarda adneksiyel bolgede ele gelen kitle varliginda tani amaglh
laparotomi Onerilir. Premenapozol kadinlarda, adneksiyal kitle klinik olarak siipheli
degilse (hareketli, cogunlukla kistik ve cap1 8 cm'den kiigiik tek tarafli lezyon), 2 ay1
geemeyen sik takip Onerilir. Bu silire zarfinda hormon baskilama tedavisi
uygulanabilir, kitle kiiglilmilyor ya da biiyiimeye devam ediyorsa ameliyat Onerilir

[113].

Evreleme

Eksra abdominal metastaz yoksa, over kanserinin kesin evrelemesi igin
laparotomi yapmak gerekir. Evre IV’de cerrahinin rolii heniiz belirlenmemistir.
Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (FIGO) ve Amerikan Ortak Kanser

Komitesinin yaptig1 evreleme asagidadir.

Evre |
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» Evre IA: Bir over (over kapsiilii saglam) veya fallop tiipii ile siurlt tiimor; over
veya fallop tiipii ylizeyinde tiimor yok; asit veya peritoneal yikamada malign hiicre
yok.

*Evre IB: Her iki overde (over kapsiilleri saglam) veya fallop tiiplerinde sinirli
tiimor; over veya fallop tiipii ylizeyinde timor yok; asit veya peritoneal yikamada
malign hiicre yok

*Evre IC: Asagidaki C alt evrelerinden herhangi biri ile bir veya her iki over veya
fallop tiipii ile sinirli timor:

+IC1: intraoperatif cerrahi dokiilme

*[C2: ameliyattan once kapsiiliin yirtilmast veya over veya fallop tiipii ylizeyinde
tumor

+IC3: asit veya peritoneal yikamada malign hiicreler

Evre Il

Timor, bir veya her iki overi veya pelvik agzin altinda pelvik uzantili fallop
tiiplerini veya birincil periton kanserini icerir (Tp)
*Evre IIA: uterus ve/veya fallop tliplerine uzanan ve/veya implant olan. Asit veya
periton yikama sivisinda malign hiicre yoktur.
*Evre IIB: diger pelvik dokulara uzanan ve/veya implant olan. Asit veya periton
yikama sivisinda malign hiicre yoktur.
*Evre IIC: Evre IIA veya Evre IIB ‘ye ilaveten asit veya periton yikama sivisinda

malign hiicre vardir.

Evre 111

Tiimor, bir veya her iki overi veya fallop tiiplerini veya pelvis disinda peritona
yayillimi ve/veya retroperitoneal lenf diiglimlerine metastaz1 olan sitolojik veya
histolojik olarak dogrulanmis primer periton kanserini igerir. Evre Il over kanseri,
pelvisin diginda mikroskobik olarak peritoneal implantasyonla birlikte bir veya iki
overde tiimor vardir. Yiizeyel karaciger metastazlari evre III’e esittir. Timdr gergek
pelvise sinirlidir ancak histolojik olarak ince bagirsak veya omentuma uzanan malign
uzantilar mevcuttur.

*Evre IIIA: Pelvisin arkasinda mikroskobik peritoneal metastazlar
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*Evre IIIB: Retroperitoneal lenf diiglimlerine metastazli veya metastazsiz, en biiyiik
boyutu 2 cm'ye kadar pelvisin 6tesinde makroskopik peritoneal metastaz

*Evre IIIC: En biiyiik boyutu >2 c¢m olan, retroperitoneal lenf nodlarina metastazli
veya metastazsiz makroskopik peritoneal metastaz (her iki organin parankimal

tutulumu olmaksizin tlimoriin karaciger kapsiiliine ve dalaga uzanmasini igerir)

Evre IV
Evre IV Peritoneal metastazlar hari¢ uzak metastazlar
*IVA: pozitif sitoloji ile plevral eflizyon
+IVVB: parankimal metastazlar ve ekstra-abdominal organlara metastazlar (kasik lenf

diigtimleri ve karin boslugu disindaki lenf diigtimleri dahil) [114].

Prognosis

Over kanseri gelisen kadinlarda prognoz, direk olarak tani anindaki evreyle
iligkilidir. Evre I’de 5 yillik sag kalim oran1 % 90’dir. Bdlgesel hastaligi olan yani
hastaligin komsu dokulara yayildigi kisilerde bu oran % 80, ve metastazi olan

hastalarda % 25°dir. Son 30 yilda over kanserinden 6liim oran1 az da olsa diismiistiir.

Tablo 2. Over kanseri evreye gore 5 yillik survey tablosu [114]

Evre Yayilim yeri 5 yillik survey
| Overde smirh % 90
I Pelvise uzanan %60-80

Il Karaciger, periton, ince | %20

bagirsak metastazi

v Uzak organ metastazi <%10”

Metastaz

Metastaz, kanser hiicrelerinin birincil tiimdrden ayrilarak cevre dokulara ve
uzak organlara yayilmasiyla devam eden bir siirectir. Metastaza bagl siireg, kansere
bagli morbidite ve mortalitenin birincil nedenidir ve kansere bagl 6liimlerin yaklasik
%90'imdan sorumludur. Geleneksel olarak over kanseri metastazinin genellikle

dogrudan ylizey yayillimi yoluyla meydana geldigi diistiniiliirken, hematojen
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metastazin minimal bir rol oynadig1 disiiniilmiistiir. Bu fikir, esas olarak, peritoneal
ve abdominal metastazlarin prevalansinin, ekstra-abdominal metastazlardan nispeten
daha yiiksek oldugu go6zleminden kaynaklanmaktadir. Tarin ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir ¢alismada, karin agris1 ve asitle iliskili siskinligin hafifletilmesi i¢in
peritoneovendz sant uygulanan hastalarda, santin sivi ve malign hiicreleri dolagima
tagimasina ragmen, hastalarin uzak metastazlarinin artmadigini ve hastaligin karin
icinde sl kaldigimi  gostermislerdir.  Peritoneal veya hematojen olarak
smiflandirilmaksizin, omentum over Kanseri metastazinin en sik goriilen bolgesidir.
Over Kkanser hiicrelerinin en sik omentuma metastaz yapmalarinin nedeni,
omentumun bazal membraninin olmamasi ve siitlii leke olarak tarif edilen mezotel
hiicrelerinin az oldugu alanlar1 kanser hiicrelerinin daha kolay istila etmesidir.
Ayrica, omentum, kanser hiicrelerinin omentuma pasif go¢ ve tutunma sansini
artirabilecek olan periton boslugundan drenaja katilir. Daha da 6nemlisi, kanser
hiicre biiylimesi i¢in 6nemli bir enerji kaynagi olan serbest yag asiti omentumun ana
hiicre tipi olan omental adipositlerinden bolca salgilanir [115].

EOK'nin transcolomik metastazi

Over kanseri metastazi i¢in en yaygin olarak kabul edilen yol trans¢dlomik
metastazdir. Genellikle gastrointestinal ve genitoiiriner sistemler i¢indeki hayati
organlart etkileyen bu yol metastazda siklikla kullanilir. Sonug¢ olarak, hastalikla
iligkili majoér morbiditeden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Overlerin periton
bosluguna yakin olmasi, bu metastatik yolun en sik goriilmesinin akla gelen
nedenidir. Omentumun mezotelyal yiizeyi ile over yiizey epitelinin ortak orijinden
koken almasi “tohum ve toprak hipotezi” i¢in bir kanit olabilir. Over kanserinin
trans¢olomik metastazi, kanser hiicrelerinin birincil tiimoérden ayrilmasi, anoikise
diren¢ kazanmasi, peritoneal kavite ig¢ine yayilmasi, yayillmis tiimor hiicrelerinin
periton ylizeylerine tutunup mezotelyumu istila etmesi ve ardindan kolonizasyonu
iceren farkli asamalara ayrilabilir ve son olarak ikincil bolgelerde istila edilen
hiicrelerin biiyiimesi olarak devam eder [115].

1. Hiicre ayrilmasi ve gocii

Intraperitoneal yayilima gére, EOK'nin trans¢élomik metastazindaki ilk adim,
tiimor hiicrelerinin over yiizeyinden ayrilmasidir. Hiicrelerin ayrilmasi i¢in 6n kosul,

hiicre-hiicre yapismalarinin zayiflamasidir. EOK'nin temel olarak over yiizey
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epitelinden kaynaklandigi géz oniine alindiginda, bu kanser tipinde en belirgin hiicre
yapisma molekiilii epitelyal kaderindir. E-kadherin, siki baglantilarin ve zonula
adherens baglantilarinin yapisinda yer alan, kalsiyuma bagimli, transmembran hiicre-
hiicre adezyon molekiilleri ailesinin bir iiyesi olup transformasyonun ve hiicre
hareketliliginin baskilanmasinda ¢ok dnemli rolleri vardir. Timor hiicrelerinin timor
dokusundan ayrilmasinda, EMT olarak adlandirilan evrimsel olarak korunan bir
siirecle iligkisi vardir. EMT, tiimor hiicrelerinin hiicre polaritesi, hiicre-hiicre
etkilesimi ve kiiboidal sekil dahil olmak iizere epitel Ozelliklerini kaybederek,
mezenkimal yapida daha yiiksek motiliteye ve ilag direng potansiyeline sahip olan ve
ikincil bolgelere daha iyi gog edebilen kanser kok hiicrelerine (KKH) farklilastig
morfolojik ve molekiiler bir siireci igerir. Asitlerden izole edilen KKH'lerin,
ksenograft fare modellerinde tiimor olusturma konusunda yiiksek bir yetenege sahip
oldugu bulunmustur. KKH'lerin gb¢ potansiyeli esas olarak epitelyal belirteglerin,
ozellikle E-kadherin'in azalip, mezenkimal belirteglerin, 6zellikle néronal kaderinin
(N-kadherin) artmasindan kaynaklanir. Bu degisiklikler, hiicreler arasi siki
baglantilarin zayiflamasina ve tiimor hiicrelerinin mikrocevredeki stromal hiicrelerle
etkilesim yeteneginin artmasina neden olur. Over kanserinde, EMT siirecinde E-
kadherin, ana transkripsiyonel faktorler olan Zeb1/2, Snail ve Slug tarafindan
diizenlenebilir. Bu transkripsiyon faktorleri TGF B, kemik morfojenik protein 4
(BMP-4), endotelin 1 (ET-1), epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve hepatosit biiylime
faktorii ( HGF) gibi iliskili yollar ile aktive edilebilir. miRNA'lardan microRNA-200
(miR-200) ailesi, Zebl1/2’yi hedefleyerek E-kadherini artirdigi gozlemlenmistir.
Tiimor hiicreleri ikincil bolgelerine ulastiklarinda MET adi verilen ters bir siirece
girerler ve mezenkimal yapidan tekrar epitele donisiirler. Bu siireg, E-kadherin
ekspresyonunun yeniden artmasiyla sonuglanir. Integrinler, hiicre adezyonunda ve
hiicre hareketliligi ve proliferasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan baska bir
transmembran protein grubunu temsil eder. Integrinlerin miktarindaki degisiklikler,
metastatik ilerleme ve ¢ogalma ile iligkilidir. Tiimor hiicreleri birincil yerlerinden
ayrildiktan sonra periton boslugundan periton sivisi (asit) yoluyla omentuma
ulagirlar. Tiimor hiicrelerinin periton boslugundan basarili bir sekilde gé¢ etmesi i¢in
bazi sartlar vardir. Birincisi, hiicrelerin yayilabilmesi i¢in peritonda fazla miktarda

asit sivist olmalidir. ikincisi, asit sivisindaki tiimor hiicrelerinin bir kismi tekli
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hiicreler olarak yiizerken, ¢ogu ¢ok hiicreli sferoidler olarak yiizer. Timor
hiicrelerinin basarili trans¢dlomik yayiliminin ii¢lincii kosulu ise gog¢ sirasinda
hayatta kalmalar1 ve anoikise direngli hale gelmeleridir [115].

2. Mezotelyuma tutunma ve implantasyon

Mezotelyum, omentum ve periton dahil olmak iizere periton boslugu i¢indeki
tim organlar1 kaplayan tek sira epitel hiicrelerinden olusan bir tabakadir. Bu tabaka
tip I ve 1V kollajen, laminin, fibronektin ve hyaluronandan olusur ve agirlikli olarak
timor hiicrelerinde bulunan adezyon proteinleri ile etkilesime girebilir. MET, periton
icine yayilmis tiimor hiicrelerinde E-kadherin ekspresyonunun artmasina neden olur
ve metastatik bolgelerde hiicre yapismasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar. E-kadherinin
hiicre yiizeyinde azalmasin1 takiben over kanseri hiicreleri EMT gegirerek
mezenkimal karakter kazanirlar ve birincil tiimérden ayrilirlar. Bu durum hiicrelerin
a5B1 integrin ekspresyonunun desteklenmesi yoluyla mezotelyuma gogiinii uyarir.
Bu gozlem, E-kadherin ekspresyonundaki dinamik degisimin sadece birincil
tiimorlerden ayrilma ile sonuglanmadigini, ayn1 zamanda tiimor hiicrelerini periton
boslugu ve omentumdaki metastatik bolgelere yeniden baglanmaya hazirladigini
gostermektedir. Peritoneal yiizeye bir kez baglandiktan sonra, EOK hiicreleri alttaki
mezotelyuma invazyona baslar. Kanser hiicrelerinin istilacit potansiyeli, ¢esitli dis
uyaranlardan ve igsel ozelliklerinden gelir. Yeni mikro ¢evreye uyum, periton ve
omentumda metastatik kanser hiicrelerinin kolonizasyonu ve c¢ogalmasiyla
sonuclanir. Aslinda, kanser hiicrelerinin yeni mikro c¢evre ile karsilikli etkilesimi,
metastatik tiimoriin basarili bir sekilde yerlestigi alanda koloni olusturmasi i¢in ¢ok
onemlidir. Ilerlemis EOK'li hastalardan alinan mezotelyal hiicrelerin, saglikl
insanlardan alinanlara kiyasla daha yiiksek bir proliferasyon orani sergiledigi
bulunmustur [115].

EOK'nin hematojen metastazi

Over kanserinin dogrudan yilizey yayilimi ve tek tek dokiilmiis kanser
hiicrelerinin periton bosluguna maruz kalmasi yoluyla metastaz yaptig1 yaygin olarak
kabul edilmistir. Bununla birlikte, metastatik siire¢ tamamen rastgele degildir ve
metastatik odaklar, subdiyafragmatik yiizeyde ve omentum iginde siitlii lekelere
egilimlidir. Bu bolgelerdeki kanser hiicreleri metastaz i¢in lenfatik damarlar

kullanir. Aslinda, Uluslararas1 Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (FIGO)
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smiflamasina gore evre I11-1V’de EOK'nin % 70-75'inde pelvik ve para-aortik lenf
nodu tutulumunun olmas: lenfatik yolla yayilimi kolaylastirir. Buna bagli olarak,
nodal tutulum hastaligin tekrarlama riskini artirir ve kotii prognozla iliskilidir. Cesitli
calismalarda over kanseri hastalarinda kanda dolasan tiimor hiicreleri (CTC)
oldugunu gostermislerdir. Onceden yapilan ¢alismalara gore, peritoneovendz sant
yapilan hastalarda biiyiik miktarlarda CTC'lerin kanda oOlgiilmesine ragmen,
hastaligin ¢ogunlukla karin iginde smurli kaldigin1 gostermislerdir. Ancak son
calismalar over kanseri hastalarinda CTC’ lerin ileri timor evresi, rezidiel hastalik,
koti tedavi yaniti ve diislik sagkalim orani ile iliskili oldugunu, CTC’lerin veya en
azindan bir kisminin, tiimoriin yayilmasinda rol oynayabilecegini savunmusglardir.
Son olarak yapilan birkag ¢alismada, over kanseri hastalarinin biiyiik bir kisminda,
ilk tan1 aninda retroperitoneal veya uzak (0rnegin, karaciger ve akciger) metastaz
oldugu tespit edilmistir. Bu gozlemler dogrultusunda over kanserinde hematojen
yoldan yayilimin da 6nemli oldugu distiniilmektedir [115].

Epitelyal Over Kanserinde kanda dolasan tiimor hiicrelerinin énemi

CTC(C'ler, birincil tiimorlerden, niikslerden ve metastazlardan dolasima dokiilen
timor hiicreleri olup bunlarin kana salinmasi kanserin metastazinda erken bir olaydir.
CTC'lerin ¢ogu bagisiklik sistemi tarafindan temizlenir ancak bazilar1 hayatta kalarak
uzak organ metastazi olusturabilir. Bu nedenle kanser hastalarinin kanindaki
CTC'lerin tespiti asemptomatik tiimorlerin erken teshisine olanak sagladigi igin ve
hastalik niiksiiniin gii¢lii bir gostergesi oldugu igin degerlidir. Bununla birlikte,
CTC'lerin 6nemine iligskin bilgi eksikligi, over kanserinin yayilmasinda hematojen
yolun anlagilamamasinin ana nedeni olabilir. CTC'lerin over kanserinin erken
evrelerinde kanda bulunmasi ve EOK hastalarinda tiimor yayilmasinin biyiik bir
boliimiinii olusturdugunu diisiinmelerinden dolayi, bu tiimdr hiicrelerinin kan i¢inde
izlenmesi, yaklasmakta olan metastazlarin tahmini ve ilag yanitlarinin

degerlendirilmesi i¢in umut verici olabilir [115].
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Tedavi

Over kanserinde cerrahinin amaci ¢ikarilan kitleye histopatolojik tan1 koymak,
miimkiin oldugu kadar kanser dokusunu ¢ikarmak ve FIGO evresini
belirleyebilmektir [115]. Over kanseri i¢in geleneksel tedavi, tiimor cerrahisini
takiben sirasiyla platin ve taksan bazli kemoterapi kombinasyonudur [110, 116]
Cerrahi evrelemede, total abdominal histerektomi, bilateral salpingo-ooferektomi ve
pelvik-paraaortik lenf nodlar1 ile omentum ¢ikarilir ve ayrica endike oldugunda
apendektomi gibi diger ek prosediirler yapilir. Apendektomi, yiiksek metastaz
olasilig1 nedeniyle miisindz over kanseri i¢in tipik bir ek prosediirdiir [110]. Evre |
hastaligi olan hastalar igin birincil tedavi; cerrahi rezeksiyon, timor derecesi,
histoloji ve komsu yapilara yaygmlik tarafindan belirlenen adjuvan tedavidir.
Kemoterapi ile tedavi, cerrahi evrelemeye gore ve hastaligin derecesine bagh
olacaktir [117]. Evrelendirilmesi cerrahi olarak dogru yapilmis, iyi diferansiye
hastalar adjuvan kemoterapi almaksizin gézlemlenirken, evre Il ve evre Il hastalar
genellikle 3 ila 6 kiir ek adjuvan platin/taksan bazli tedavi alirlar [117]. Pratikte
standart Oneri, alti kiir platin adjuvan tedavisidir. 3 haftada bir intravenéz (IV)
karboplatin ve paklitaksel tedavisi, ileri evre epiyelyal over kanseri i¢in standart
birinci basamak kemoterapi ilag tedavisidir [118]. ilerlemis over kanseri tedavisinde
cerrahi rezeksiyon merkezi bir rol oynar ve rezidiiel hastaligin yayginligi, prognoz ve
sagkalimda onemli belirleyicilerden biridir [119]. Cerrahi Sonrasi rezidii timor
olmamasi sagkalim i¢in en 6énemli prognostik faktordiir [118]. Ozetlersek; evre 11-1V
EOK’nin tedavi segenekleri, ¢ikarilabiliyorsa tam cerrahi rezeksiyon, ardindan platin
bazli kemoterapi veya neoadjuvan kemoterapi sonrasinda aralikli sitorediiktif cerrahi
ve ardindan ek platin/taksan kemoterapisinden olusur [117]. Tiimérlerinin tamamen
gros rezidiiel hastalik (R0O) olmayacak sekilde sitorediiksiyona ugramasinin miimkiin
olmadig1 veya cerrahi adayligi zayif olan evre III veya IV olan hastalarda neoadjuvan
kemoterapi diisiiniilmektedir [120].

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

1. Sitorediiktif cerrahiyi takiben IV platin/taksan bazli kemoterapi

2. Sitorediiktif cerrahiyi takiben IP/IV kemoterapi
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3. Sitorediiktif cerrahiyi takiben bevacizumab idamesi ile IV platin/taksan bazli
kemoterapi

4. 3 ve 6 kiir kemoterapi arasinda aralikli sitorediiktif cerrahi ile neoadjuvan
kemoterapi, kemoterapiyi takiben batin i¢i yonlendirilmis bolgesel tedavi (ameliyat
sirasinda veya sonrasinda 1sitilmig intraperitoneal kemoterapi-heated intraperitoneal
chemotherapy [HIPEC] )

5. Ameliyat olamayan veya neoadjuvan kemoterapi yoluyla ilerleme kaydedemeyen
hastalar igin kemoterapi [117]

Over kanserinde bu tedavilere ek olarak yeni ilaglar gelistirilmeye
baglanmigtir. Bir antianjiyogenik tedavi olan ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktoriine (VEGF) kars1 bir monoklonal antikor olan bevacizumab, tekrarlayan ve
platine direngli over kanserinde kullanim i¢in onaylanmistir. Over kanserinde DNA
hasar yamiti yolaklar1 aktif terapdtik hedeflerdir. Ozellikle BRCA mutasyonlari
olanlar i¢in yeni bir tedavi modeli olan Poli ADP-riboz polimeraz inhibitorii (PARP1)
olan olaparib, BRCA mutasyonlar1 ve tekrarlayan hastaligi olanlarda kullanim igin

2014 yilinda onaylanmistir [121].

EPITELYAL MEZENKIMAL TRANSITOZ (EMT)

EMT’yi daha iyi anlayabilmek i¢in epitel ve mezenkimal hiicre 6zelliklerini
bilmek gerekir. Epitel dokusu, tek veya ¢oklu hiicre tabakalar1 halinde birbirlerine
tek tek ve sikica bagh epitel hiicrelerinden olusur. Bu hiicre tabakalar1 belirli ortak
ozelliklerle tanimlanabilir, ancak tiim 6zellikler her epitel yapisinda bulunmayabilir.

Epitelyal hiicre morfolojisi
1. Epitel hiicrelerinde apikal ve bazal polarite vardir. Epitel hiicreleri,
apikobazal polarite sergiler ve hayatta kalmalari i¢in hayati 6neme sahip hiicre-hiicre
ve hiicre-matriks baglantilarina sahiptir. Hiicre polaritesi, apikal ve bazal alanlarin
ayrilmasini diizenlemek igin etkilesime giren {i¢ multiprotein kompleksinden olusur.
-SCRIB kompleksi (Scrib-Lgl-Dgl): ii¢ sitoplazmik proteinden olusan ve
tiimor siipresor oldugu diisiinilen bu kompleks, bazal alanda yerlesmistir ve

bazolateral polariteden sorumludur.

29



-Crumbs kompleksi (Crumbs-PATJ-PALS1): apikal polariteden sorumludur.

-PAR kompleksi (Par3-aPKC- PARG): apikal ve bazal alan arasinda bulunur.
PAR kompleksi Crumb kompleksinin aktivitesini pekistirirken, SCRIB kompleksinin
antagonistidir.

2. Bu baglantilar, doku stabilitesini ve biitlinliigiinii koruyarak hiicreler
arasinda yapisma ve iletisim saglar. Siki baglant1 veya zonula okludensler: apikal
yiizeye en yakin bulunan, hiicreler arasinda ¢ok az bir bosluk birakarak epitel
hiicrelerini  tek tek birbirine siki bir sekilde baglayan, epitel tabakalarinin
biitiinliiglinii koruyarak iyon ve molekiillerin hiicreler arasi diflizyonunu kontrol eden
yan yiiz baglantilaridir. Bu yapilar integral transmembran proteinler (ocludin,
claudin, junctional adezyon molekiilleri, kolera toksin proteinleri), periferal
proteinler (zonula ocludensl,2,3,PAR) ve diizenleyici proteinler (alfa
catenin,cinuilin, symplekin)’den olusur. Zonula Adherens (ZA): siki baglantilarin
altinda bulunan ve zonula okludense benzer sekilde hiicreyi ¢evreleyerek hiicreler
aras1 yapigmayi saglayan ayni zamanda hiicre gerilimini ve seklini diizenleyen
baglantilardir ancak siki baglantilara nispeten daha gecirgendirler. ZA’ler, hiicre
iskeletini olusturan aktin ve miyozin filamentlerine, catenin (a,p,y) ve kadherinlerin
sitoplazmik alan atkilesimi lizerinden baglantilidir. Bir transmembran proteni olan E-
kadherin en 6nemli epitelyal gen olarak kabul edilir ve sitoplazmik tarafta a ve f3
katenine, onlarda hiicre iskeleti proteinleri olan aktine baglanirlar. Desmozomlar:
kadherin ailesi iiyesi olan desmocollin ve desmogelin transmembran proteinleri
tizerinden iki hiicreyi birbirine baglayan plazma membraninin sitozolik yiizeyinde
kiimelenmis molekiiler komplekslerdir. Bitisik iki hiicre arasinda bulunan
desmocollin ve desmogelin, plazma membraninin sitozolik yiizeyinde plakoglobin ve
plakophilin igeren dig yogun plak ve desmoplakin iizerinden keratin ve vimentin
iceren ara filamentlere baglanirlar. Desmozomlar epitel hiicrelerine mekanik destek
verdikleri i¢in mekanik stres altindaki hiicrelerde siklikla bulunurlar. Hemi-
desmozomlar bazal hiicre yiizeyinde bulunur ve hiicreyi alttaki bazal laminaya
baglar. Gap junctions: Gap junctionlar, bitisik hiicrelerin sitoplazmik alanlari
arasinda konnekson proteinleri tarafindan olusturulan por seklinde kopriilerdir. Bu
porlar hiicreler arasinda hiicreleraras1 sinyal, kiigiik metabolit ve iyonlarin

transportuna izin veren su dolu porlardir.

30



3. Epitel hiicreleri bir bazal membran iizerine oturur. Bazal membran mekanik
gii¢ verir, ¢cekme kuvvetlerine kars1 koyar ve kandan gecen kiiciik molekiillerin ve
gazlarin gegisini desteklemek igin bir diflizyon bariyeri gérevi gériir. Transmembran
bir protein olan integrinler bazal membranda bulunur, epitel hiicrelerindeki actin
filamentlerini, ECM de olan fibronektin, vitronectin, laminin ve kollogen 1V e
baglar. Bu baglantilar hiicreleri bazal membrana siki bir sekilde baglayarak alt
tabakadaki hiicrelerden ayirir ve hiicrelerin diger tabakalara invazyonunu 6nler.

4. Epitel hiicresinin genel sekli diiz ve poligonaldir. Hiicresel yapi, bir
mikrotiiblil agi, aktinden olusan mikrofilamentler ve hiicre seklini olusturmak igin
destek veren ara filamentlerden olusur. Mikrotiibiiller, hiicre i¢i tasima ve hareketi
desteklemek igin i¢i bos bir tiip seklinde diizenlenmis alfa ve beta tubulin
lerden olusurlar. Kiiresel aktin monomerlerinden olusan mikrofilamentler, hiicreye
hem mekanik gii¢ vermek hem de kasilma saglamak i¢in transmembran proteinlere
baglantilar saglayan uzun ve ince lifler halinde diizenlenmislerdir. Ara
filamentler hiicresel sertlik saglayan keratin, niikleer zarfin stabilizasyonunu
saglayan niikleer lamininler ve mekanik giicii saglayan vimentinlerden olusur. Bu
lifler birlikte hiicrenin seklini korumak ve hiicrenin yapisal gercevesine sertlik
kazandirmak igin, i¢c hiicresel yapiyr ve organelleri organize ederler. Epitel
hiicrelerinin hareketi, hem sekil hem de yan yiiz baglantilarindan dolayi kisithidir.

Mezenkimal hiicre morfolojisi

Mezenkimal hiicreler, epitel hiicrelerinin aksine hiicrelerin, doku i¢ine gog¢ ve
invazyonuna imkan veren 6zelliklere sahiptir. Ne tek tip bir bilesime, ne de hiicresel
yapismaya sahiptirler ve epitel hiicrelerindeki gibi apikal bazal polariteden ziyade
on-arka polariteye sahiptirler. Mezenkimal hiicreler morfolojik olarak daha diizensiz
olan igsi yapidadir. Aktin filamentleri demetler halinde diizenlenir ve ¢esitli hareket
tirlerini saglayan, aktin agisindan zengin yeni membran ¢ikintilart olusturur. EK
olarak, mezenkimal hucrelerde keratinler azalir ve vimentinler hiicre iskeletinin
gliclinii artirmak i¢in artar, bu da onu daha esnek hale getirir ve go¢ sirasinda daha az

hasara ugramasini saglar [122].
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Sekil 2. Epitelyal ve mezenkimal hiicrelerin morfolojik 6zellikleri [122]

EMT (Epitelyal Mezenkimal Transizyon), epitel hiicrelerinin apikal-bazal
polaritesini ve hiicre-hiicre yapigmasini kaybederek, artan migrasyon kapasitesine
sahip daha ig seklindeki mezenkimal hiicreler haline geldigi ve mezenkimal yapidan
tekrar epitelyal yapiya donebildigi yani tersine cevrilebilen bir siiregtir. Bu siirecte
ZA’larin 6nemli bir komponenti olan E-kadherin ve ocludin, claudin, Epcam, a634
gibi komponentler ile desmozom stabilizasyonu igin Oonemli ¢esitli sitokeratinler
bastirilir. Eszamanli olarak, vimentin, fibronektin, N-kaderin, 31 ve B3 integrinler ve

MMP'ler artar. Bu mezenkimal benzeri hiicreler, mezenkimalden epitelyale gegis
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(MET) adi verilen bir siire¢ olan epitel durumlarina geri donebilirler. Dahasi, son
kanitlar kanser hiicrelerinin hem epitelyal hem de mezenkimal hiicrelerin
Ozelliklerine sahip bir ara "kismi EMT" durumunda olabilecegini gdstermektedir
[123].

In Development
EMTI Promote Gastrulation

Neural Crest formation

Ventral furrow formation

in Drosophila
EMT
[ O I O [ OI O ] : @ EMTIl | | TissueRegeneration
T Wound healing

MET <©> Forming myofibroblasts
Epithelial cells Mesenchymal cells
Characteristics Characteristics
Cuboidal Reduce intercellular adhesion EMTII During metastasis in
Tightly packed Loss of apical-basal polarity Tumor cells
Non-motile Gain of motility
Shows apical-basal polarity Increased resistance to apoptosis

Enhanced ability of ECM production

Markers Markers
E-cadherin, Claudin N-cadherin, Vimentin
Occludin, ZO-1, Mucl Fibronectin, FSP-1, B-catenin

Sekil 3. Ana hatlariyla tipik bir EMT [124]

EMT'nin tg tiirii vardir. Tip | EMT, embriyogenez sirasinda 6nemlidir, tip II
yara iyilesmesi ve fibroz sirasinda gozlenir ve tip III kanser ile iligkilidir. Tip Il
EMT, kanser hiicrelerinin tiimor baslatma ve metastaz yapma kapasitesini ve ayrica
kemo ve immiinoterapiye artan direnci yoOnlendirir. Dahasi, kanser hiicrelerini
anoikise kars1 daha direngli hale getirir [123].

EMT’yi Aktiflestiren Sinyal Yolaklar1

EMT, epitel hiicreleri kendi stromal mikrogevrelerini olusturan hiicreler
tarafindan salinan spesifik sinyaller ile karsilastiklarinda aktive edilen birkag hiicre
i¢i sinyal yolag: tarafindan uyarilabilir. Normal gelisim sirasinda, yara iyilesmesi ve
kanser ilerlemesinde ¢esitli EMT-TF ekspresyonunu uyararak EMT yi aktive ettigi

bilinen sinyal yollar1 asagida sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 4. EMT'yi aktive eden sinyal yollar1 [125]

TGF B yolu, birkag farkli doku tipinde EMT’nin uyarilmasinda merkezi bir role
sahiptir. Bu sinyal yolu, ti¢ fakli TGF B izoformu, iki aktivin ve birka¢ kemik
morfojenik proteini iceren alternatif ligandlarin genis bir grubu tarafindan
aktiflestirilir. Karsinogenez boyunca TGF ’nin ¢ift yonlii bir rolii vardir; baslangigta
biliylimeyi durdurarak ve apopitozu aktive ederek tiimor olusumunu engeller ancak
TGF B’nin asin1 eksprese edildigi ileri kanserlerde EMT’yi uyararak tiimor
olusumunu tesvik eder, boylece tiimér hiicreleri daha invaziv hale gelir ve metastaza
olan yatkinliklar artar [126]. TGF B yolu, bir ka¢ farkli mekanizmayla EMT nin
aktivasyonuna oOnciiliik eder. TGF B sinyali, TGF B reseptorlerinin uyarilmasi
tizerine, SMAD'a bagimli ve SMAD'dan bagimsiz iki yola ayrilir. SMAD bagimh
yolda, TGF B reseptoriiniin aktivasyonu iizerinden SMAD kompleksi sayesinde
vimentin gibi mezenkimal genlerin ekspresyonu uyarilabilir. Bu sinyal yolaklar
devaminda EMT-TF aktivasyonuna yol agar. TGF B’lar SMAD4 le kompleks
olusturmaya devam eden SMAD2 ve SMAD3’ilin fosforilasyonuna onciiliik eden
TGFBR1 (reseptor 1) ve TGFBR2 kompleksine baglanir. Benzer sekilde BMP
(kemik morfojenik protein)'ler tarafindan TGF B reseptorlerinin bir araya getirilmesi
SMAD4#’le kompleks yapabilen SMAD1 ve SMADS’in aktivasyonuna onciiliik eder.
Birkez olusturulduktan sonra bu ii¢lii yapidaki SMAD kompleksleri (SMAD2-
SMAD3-SMAD4 ve SMAD1-SMAD5-SMAD4) mezenkimal bir yapinin
kazanilmasi, invazyon, motilite, hiicre biiylimesi, proliferasyon, anjiogenezis,

apopitoz ve yaslanmayla ilgili genlerin biiyiik bilesenlerinin ekspresyonunun
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diizenlenmesinde transkripsiyonel faktor gibi fonksiyon gordiikleri niikleusa gog
ederler. Bu standart sinyal yolu, EMT propramlarmin ¢esitli yolarinda katkida
bulanan ERK, p38 MAPK, PI3K-AKT ve RHO-like GTPaz gibi ¢esitli diger sinyal
yollariyla isbirligi yapar. Gelisim boyunca TGF B bagimli EMT, palatal birlesme ve
endokardial yastiklarin olusumu igin gereklidir. Ilaveten TGF B sinyali yara
iyilesmesi ve fibrosisde onemli bir rol oynar. Yiksek TGF B diizeyleri bobrek
karaciger ve akcigerde fibrosis ile sonuglanan EMT benzeri degisiklikleri destekler.
Karsinomlara gelince TGF B, mezenkimal fenotip kazanilmasini, invazyon ve
metastazi destekler. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, in vitro gesitli karsinom
hiicre hatlarinda EMT’nin aktivasyonu igin iki SMAD (SMAD2-SMAD3 ve
SMAD1-SMAD?5) yolu kombinasyonunun gerekli oldugu gosterilmistir. TGF f3
bagimli SMAD kompleksleri E- kadherini azaltan Snail, Slug, Zeb 1, ve Twist
transkripsiyonel faktorleri ve mezenkimal genleri (vimentin, fibronektin)
transkripsiyonel olarak aktive eder [125]. EMT'nin ana diizenleyicileri olarak cesitli
transkripsiyon faktorleri tanimlanmistir. Bunlar; Snail faktorleri (SNAI1 aym
zamanda Snail olarak bilinir, SNAI2 ise ayn1 zamanda Slug olarak bilinir), bHLH
faktorleri (E12 ve E47, Twistl ve Twist2) ve Zeb faktorleri (Zebl ve Zeb2) dir [19].
Ayn1 zamanda, Snail apikal-bazal polariteyi ve siki baglanti olusumunu diizenleyen
genlerin ekspresyonunu baskilamada iyi bilinen bir goreve sahiptir. Ek olarak,
mezenkimal genleri direk olarak uyarmak i¢in Snail, bir transkripsiyon aktivatorii
olarak islev gorebilir [20]. Basic helix-loop-helix (bHLH) transkripsiyon ailesine ait
Twistl ve Twist2, genis bir gelisimsel ve patolojik siiregler dizisinin ana
diizenleyicileri olarak islev goriirler. Twist, epitel genlerinden E-kaderini azaltirken,
N-kaderin ve vimentin gibi mezenkimal genlerin ekspresyonunu aktive eder. Zebl ve
Zeb?2, Zeb transkripsiyon faktor ailesinin iki iiyesidir, dogrudan E-box elemanlarina
baglanir ve E-kadherin ekspresyonunu baskilar. Zeb proteinleri E-kadherine ek
olarak, siki baglanti1 genlerinin ve hiicre polarite komponentlerinin ekspresyonunu
dogrudan baskilayarak EMT'yi harekete gegirir [20]. Boylece Snail, Slug ve Twist’i
artirir, Snail ve Twist, Zeb1 ve Slug’1 uyarir ve Snail’de Zeb2’yi uyarir [126]. EMT-
TF’leri pozitif bir feedback dongli olusturan otokrin sinyallerin olusumunu
etkinlestirerek TGF B ligandlarin ekspresyonunu artis yoniinde diizenleyebilir,

bdylece birkez aktive edilen EMT programlarinin ekspresyonunun siirdiiriilmesinde
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hiicrelere yardim eder. Bu TGF B yolu iiyelerinin ve EMT transktipsiyon faktorleri
arasindaki ¢ift yonlii varolusun Onemini gosterir. Ornegin Snail transkripsiyon
faktorleri renal epitel hiicrelerinde TGF B‘in ekpresyonunu uyarir. EK olarak Snail ve
Slug’in birlikte ekspresyonu TGF B yolu genlerinin ekspresyonunu artirir, meme

kanserinde ve TGFBR2 bolgesinde histon asetilasyonu artisina dnciiliik eder [125].

Kanser ve EMT

Diger EMT tiplerinin aksine kanserde goriilen EMT agresif ve kontrolstizdiir.
Hem EMT hem de bunu tersi olan MET, kanser metastaz ve ilerlemesinde merkezi
rol oynar. Metastaz kanser hiicrelerinin primer bolgelerinden ayrilip birka¢ asamayla
ikincil bir bolgeye yerlesmesidir. Kanser hiicrelerinden dokiilen hiicrelerin ¢ok az bir
kismimin ikinci bir bolgede metastatik odaklar olusturma potansiyeli vardir. Bu
hiicrelerin kanser kok hiicrelerinin bir alt grubu oldugu disiinilmektedir. KKH’ler
diger kanser hiicrelerinden farkli olup 6liimsiiz timor baslatici hiicrelerdir. Timor
bliylimesini ve ilerlemesini saglarlar ve asimetrik bdliinmeler gecirerek Ve
farklilasarak Kkanser ig¢indeki tiim farkli hiicre fenotiplerini olustururlar. Birgok
kanser tipinde KKH’leri igin spesifik belirtegler oldugu igin tanimlanabilirler ve sabit
ve hareketli olmak iizere iki tipi vardir. Sabit KKH’leri primer timoriin
ilerlemesinden hareketli olanlar metastazindan sorumludur.

EMT’nin uyarilmasi, metastatik kanser kok hiicrelerinin (MKKH) primer
bolgeden ayrilarak viicutta yayilmasini saglamak i¢in sayisiz 6zellik kazandigi bir
siirectir. Ikincil bdlgeye yerlesen bu hiicreler MET gegirerek orada kolonize olurlar.
EMT sirasinda hiicre yiizeyi degisir ve hiicreler arasi baglantilar bozulur, komsu
hiicreler arasindaki temas zayiflar ve bu durum hiicrenin epitelden salinmasina neden
olur. EMT sirasinda protein kinaz C (PKC) yolaginin aktivasyonu veya bazi
onkojenik mutasyonlar, okludin ve claudin ekspresyonunda azalmaya, bunun
sonucunda “sizintili” ve gegirgen siki baglantilara desmozom ve diger yan yiiz
baglantilarin bozularak hiicrelerin birbirinden ayrilmasina yol agar. Dahasi, E-
kadherinin azalip, noral spesifik bir kaderin olan N-kadherinin artisi, KKH’lerinin
mezenkimale doniismesine neden olarak hiicre metastaz ve invazyonunu
kolaylagtirir. MKKH’ler birincil dokudan ayrildiktan sonra g¢evresindeki dokuya

invaze olmaya baglarlar. Dokuya lokal invazyon, EMT ye giren hiicrelerin metastatik
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potansiyelini sekillendirmede erken bir adimdir. Bitisik bariyerleri gegmek igin
timor hiicreleri farkli stratejiler uygularlar. Ya tek tek ya da bir lider hiicre
onciiliigiinde toplu go¢ edebilirler. Toplu gocte Oncii hiicre daha mezenkimal
karakterdedir onu takip eden hiicreler kismi EMT geciren ya da epiteloid yapida
hiicrelerdir. MKKH'ler tipik olarak tiimoriin 6n kisminda bulunur bu durum onlarin
cevredeki dokuyu daha kolay istila etmelerini ve daha hizli kan veya lenfatik
damarlara girmelerini saglar. Cevreleyen stromayi istila ettikten sonra, MKKH'ler,
endotel bariyerini gegmek ve dolagima girmek i¢in endotel baglantilarin1 bozma
islemi olan transendotelyal go¢ (TEM) gecirirler. Bunun i¢in, MKKH'ler, mevcut
vaskiilariteye baglanmak i¢in yeni kan damarlarmin olusumunu baslatirlar.
MKKH'ler dolagima girdiklerinde bir¢ok oOliimciil engelle karsilagirlar ve bircok
timor hiicresi bu engellere yenik diiserken, MKKH'lerin benzersiz savunmalari
vardir.

MKKH'ler trombin eksprese ederler ve trombositler iizerindeki koagiilasyon
faktorlerini baglayarak kendilerini koruyan emboli agregatlari olustururlar, bu durum
metastatik hiicreyi hem immiin sistemden korur hem de hemodinamik kuvvetlerinden
kaynaklanan hiicresel stresi azaltir. Ayn1 zamanda MKKH’ler tiimor hiicresi kaynakli
trombosit agregasyonu (TCIPA) salarak trombositleri uyarirlar. Trombositler de TGF
B ve PDGF igeren a-graniilleri salgilarlar ve TGF [ daha sonra SMAD sinyal
yollarin1 etkinlestirirken, PDGF Notch yolunu etkinlestirecektir ve her ikisi de
mezenkimal 6zelliklerin korunmasini devam ettirirler. Metastatik hiicreler, toplu
olarak goc¢ eden hiicreler veya dolasim i¢inde biriken tek tek hiicreler tarafindan
olusturulan kiimeler halinde de seyahat edebilir. Yakin zamanda yapilan bir
caligmaya gore bu kiimelerin, tek hiicrelerden daha {istiin hayatta kalma ve daha fazla
metastatik potansiyeli oldugunu gostermislerdir. Dolasimdaki metastatik hiicreler,
kendilerine yakin boyuttaki kilcal damarlarda yavaslarlar ve genellikle
yakalanmadan 6nce endotel boyunca yuvarlanirlar. Kanser kok hiicrelerinin endotele
baglanmasina metastatik hiicrelerden eksprese edilen CD44 ve MUCL1 ve integrinler,
endotel hiicrelerinden eksprese edilen selektinler, hiicreler arasi yapisma
molekiilii (ICAM-1) ve galektin 3 ile baglanmasi aracilik eder. MKKH'ler daha
sonra, endotel hiicre baglantilarinin agikliklarini indiiklemek icin sinyal yollarini

aktive eden faktorleri salgilayarak endotel arasi gogii baslatacaktir. Ornegin, erken
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EMT'de kanser hiicresi ayrilmasinda goriildiigii gibi, metastatik hiicre tarafindan
VEGF veya TGF pBl'in salgilanmasi, endotel hiicreleri arasindaki E-kaderin,
katenin  kompleksini  bozar, ekstraselliler matriksi invaze etmek igin
intravazasyona benzer sekilde hiicre iskeleti yeniden diizenlemesine izin verir. MET,
EMT sirasinda meydana gelen degisiklikleri tersine g¢evirme islemidir, burada
metastatik hiicre epitel hiicre 6zelliklerini geri kazanir ve ikinci yerlestigi ortama
uyum saglamasini ve orada ¢ogalmasini saglar. Doku kolonizasyonunu destekleyen
MET siireci hakkinda nispeten az sey bilinmektedir, ancak dahil olan
mekanizmalarin ¢ogunun EMT'ye bagli oldugu agiktir. Twist, Snaill ve Snail2 gibi
birkag EMT transkripsiyon faktoriiniin azalmasi hiicrelerin epitel 6zelliklerini
yeniden kazanmasini ve hiicre biiyiimesini ve kolonizasyonunu artirir. MKKH'leri
kolonizasyon olusturmak ve primer tiimodre benzeyen ikinci bir tiimor olusturmak
icin mezenkimal 6zelliklerini kaybeder yani MET gegirir. Dolasan tiimor hiicreleri
(CTC) kanda bulunan, mezenkimal 6zellikte ama heniiz ikinci bir timor
olusturmamis Oncii hiicre olduklar1 diisiiniiliir. Bu hiicreler tek basina damar disina
go¢ ettiklerinde monoklonal metastazlar yaparken, toplu gogte ya da tekli bir alana
tekli hiicre goclinde poliklonal metastazlar goriilir. CTC’lerin  6l¢iim  ve
karakterizasyonu yiiksek prognostik oneme sahiptir. CTC’ler kanserin ilerleyisi,
prognoz, niiks ve olasi ila¢ direnci hakkinda bilgi verir ve kisisellestirilmis terapdtik
bir tedaviye olanak saglar. Heniliz metastaz gelismemis kanserlerde CTC’lerin
belirlenmesi kotii prognozu gosterir. Bu yiizden suan da bir¢ok klinik calismada
kanser ilerlemesi ve hayatta kalma goOstergesi olarak kulanilmaktadir. CTC'ler
sitometrik veya niikleik asit tekniklerle karakterize edilebildigi igin izole edilen
CTC’lerin EMT ozellikleri incelenmis ve EMT nin hematojen yayilimi ve metastatik
potansiyeli tesvik ettigi gozlemlenmistir. Kanser tedavisi sirasinda gelisen
kemorezistans MKKH ve CTC’lerin tedaviden ka¢malarna ve tedavi sonrasi
tekrarlayan tiimor biiylimelerine yol acar. Ortaya ¢ikan kanitlar, EMT'nin birden
fazla kanser tiirinde kemorezistansa katkida bulundugunu ve kemorezistansin
iistesinden gelmek i¢in potansiyel bir hedef olarak hizmet edebilecegini
gostermektedir. Genetik olarak tasarlanmig fare modellerini kullanan iki ayr1 ¢alisma,
primer ve metastatik timor hiicrelerinin hem gogiis hem de pankreas kanserlerinde

EMT'ye bagh bir sekilde kemoterapotik ilaglara daha direngli hale geldigini
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gostermektedir. Bu caligsmalar, kemorezistansla EMT nin iligkisini gosteren kanitlar
saglar ve kanser tedavisinde EMT'yi hedefleme potansiyelini vurgular.

CD8 + ve NK hiicreleri gibi immiinsistem hiicreleri giiglii antitiimor islevlerine
sahiptir. timor hiicreleri genellikle immiin sistemden kagmak ve immiinosupresif bir
timor mikro ¢evresi olusturmak i¢in bir mekanizma gelistirirler. Birkag calisma,
EMT gegiren timor hiicrelerinin immiinsistemin antitiimor etkisine daha fazla direng
gosterdigini bildirmistir. EMT ve immiindireng arasindaki iliski bilinmesine ragmen
antitimor direnci saglayan kesin mekanizmalar hala daha fazla arastirma

gerektirmektedir [122].
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Sekil 5. EMT ve MET'in kanser ilerlemesi ve metastazindaki ¢esitli islevleri [127]

ALFA LIiPOIK ASIT (ALA)

Tioktik asit olarakta bilinen ALA, yapisinda kiikiirt igeren dogal olarak olusan
kisa zincirli bir yag asitidir [128]. ALA tiim prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde
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bulunan dogal bir antioksidan bilesiktir. Insanlar, hayvanlar ve bitkiler tarafindan az
miktarda sentezlenir. ALA, insanlarda piriivat dehidrojenaz (PDG) ve a-keto gluterat
dehidrojenaz (KGDG) kompleksi gibi enerji metabolizmasinda yer alan birkag
mitokondriyal multi enzim kompleksi igin esansiyel bir ko-faktor olarak davranir
[129]. Diyabet, hipertansiyon gibi bir ¢cok hastalikta, Down sendromu, Alzheimer
hastalig1 gibi bilissel hastaliklarda ve meme kanserini igeren bazi kanser tiplerinin
yonetiminde kullanilir. ALA’nin terap6tik bir ajan ve besin takviyesi gibi alternatif
bir ilag olarak kullanimi hizla biiyiiyor. ALA’nin antioksidan etkisi, ROS’u
temizleme ve endojen antioksidanlari yenileme kabiliyetinden dolay1 hiicresel
biiylimede biiyiik bir rol oynar. ALA serbest radikal temizleyicisi olarak essiz bir
karakter gosteren ve pek cok oksidatif stres ve inflamatuar yolagi diizenleyen
dihidrolipoik asit (DHLA)’e indirgenir. Onceki calismalar hiicre i¢i redoks
dengesinin hiicresel biiyiimeyle baglantili oldugunu ve karsinogenezde kritik bir rol
oynadigini gosterdi. ALA’nin hiicre proliferasyon inhibisyonu ve apopitoza dnciiliik
eden, kanser hiicreleri tarafindan biriktirilmis yiliksek oksidatif stresi azalttigi 6ne

strtldi.

Sekil 6. Alfa Lipoik Asit kimyasal yapis1 [128]

Proliferasyon ve Apopitozda Lipoik Asitin Etkileri

Yapilan ¢alismalar disardan ALA uygulamasinin cesitli kanser tiplerinde
proliferasyonu inhibe ettigini géstermistir. Timor proliferasyonunun PI3K/Akt, ERK
ve mTOR gibi onkojenik sinyal yollarinin aktivasyonuna onciiliik eden, epidermal
biiylime faktor reseptoriinii (EGFR) iceren farkli tirozin kinaz reseptorlerinin (TKRS)
asir1 ekspresyonundan dolayr oldugu iyi bilinmektedir. Ilging bir sekilde bu
proliferatif yollarin asag1 dogru efektorleri kanser hiicre proliferasyonun kisitlamasi
tarafindan antitiimor aktivitelerine katkida bulunan ¢esitli kanser tiplerinde ALA
tedavisi tarafindan inhibe edilir. Birlikte alindiklarinda ALA, EGFR sinyal yolunu
hedef alarak kritik bir antiproliferatif olarak rol oynar. Insiilin benzeri biiyiime faktor
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reseptor 1 gibi, ALA tarafindan etkilenen diger TKR’lerini ortaya ¢ikarmak igin
ileriki ¢aligsmalar gereklidir. Ayrica, ALA’nin timér olusturdugu iddia edilen bazi
protein tirozin fosfatazlari hedefledigi gosterilmistir. Gergekten, meme kanseri
hiicrelerinde ALA’nin antikanser tedavisi i¢in potansiyel hedef sunan ve meme
kanseri hiicrelerinde siklikla asir1 eksprese olan PTP1B ve SHP2 aktivitesini
azaltarak canliliklarini azalttigi gosterildi. Ayrica, ALA hiicre siklus durmasina
onciiliikk eden pek cok kanser tiirtinde siklin bagimli kinaz inhibitorleri p27kipl ve
p21Cipl1’i artirarak diizenlenmesini tesvik eder. AMPK enerji dengesini koruyan
enerji seviyesinin biiyiik bir sensoriidiir. Fosforilasyonla aktivasyonu azalan bir Akt
efektorii olan mTOR protein kompleks inhibisyonu tarafindan tiimdr progresyonunu
engelledigi bildirilmistir. Inhibitdr roliine ek olarak ALA, AMPK aktivasyonunun
giiclendirilmesine yol agar ve ardindan Akt yolunun inhibisyonunu gii¢lendirir,
boylece kanser hiicresi proliferasyonunu azaltir.

Antiproliferatif roliine ek olarak, ALA doza bagimli olarak farkli tip kanser
hiicrelerinin apopitozunu tesvik eder. Onceki bilgiler ALA’in anti-apopitotik ve pro-
apopitottik proteinler arasindaki dengeyi diizenleyerek ¢esitli kanser hiicrelerinde
apopitozu destekleyen ROS’u olusturabildigini gosterdi. Gergekten mitokondriyal
anti-apopitotik proteinler Mcl-1, bcl-2 ve bcl-XL, birkag over, akciger ve meme
kanseri hiicre hattinda ALA tedavisini takiben, konsantrasyona bagli bir sekilde
diizenlenmesi azaldi. Tersine ALA tedavisine cevap olarak pro-apopitotik proteinler
Bim ve Noxa’nin ekspresyonu artar. Biitlin bu olaylar hiicre dliimiine yol acar.
Losemi ve meme kanserinde artan kaspaz-3 aktivitesiyle ALA tedavisinden sonra
Bax/bcl2 orani belirgin sekilde artar. Hepatoma kanser hiicrelerinde yapilan bir bagka
calisgma, ALA’nin kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivasyonu ile intrinsik apopitotik yolu
tetikledigini gosterdi. Bu bulgular dogrultusunda kolon kanserinde yapilan onceki
calisma, ALA nin NF-«xB sinyalini inhibe ederek WT p53 proteinini stabilize ettigini
meydana ¢ikardi. WT p53 pro-apopitotik gen transkripsiyonunu uyararak bdylece
intrinsik apopitozu tetikleyen bir apopitoz aktivatoriidiir. Ancak, Doérsam ve
arkadaglar1 ALA’nin kolorektal kanserde P53 stabilizasyonundan bagimsiz hiicre
Olimiini tetikledigini gdsterdi. Ayn1 zamanda, akciger kanseri hiicrelerinde yapilan

bir onceki ¢alisma ALA tedavisinin nekroz ve otofaji bagimli hiicre oliimiine
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onciiliik eden Apopitoz-indiikleyici Faktor (AIF) tarafindan kaspaz bagimsiz

mekanizmalar araciligiyla diger hiicre 6liim yollarini provake ettigini onerdi.

Metastaz, invazyon, Migrasyon ve EMT’de Alfa Lipoik Asitin Etkisi

Metastaz kaskadi ¢ok basamakli kompleks bir siirectir, ilk kritik basamak
ekstraselliiler bariyer boyunca hiicre invazyonu ve bazal membran penetrasyonudur,
bunu vaskiiler infiltrasyon, damar disina ¢ikis ve uzak organ kolonizasyonu takip
eder. Bu olaylar TGF B ve the fokal adezyon kinase (FAK) isimli iki hayati yolak
tarafindan diizenlenir. Bir kez bu yollar aktive oldugunda, vimentin, Slug, Twist ve
Snail gibi EMT-TF’ler uyarilir. Bu transkripsiyon faktorleri, E-kadherini azaltarak ve
birkag EMT belirteglerinin asir1 ekspresyonunu tetikleyerek EMT’ye yol agar. Son
bir ¢alismada MDA-MB-231 ve 4T1 isimli iki meme kanseri hiicre hattinda,
ALA’nm Snail, vimentin ve Zeb gibi TGF bagimli EMT belirteglerini bastirarak
hiicre migrasyonunu azalttig1 gostermistir. Bu belirteglerin ekspresyonu diger kanser
tiplerinde ALA tedavisi tizerinden azaltilir. Ayrica, TGF 81 sinyali Smad
aktivasyonuna yol agtiktan sonra EMT siirecinde oldugu bilinen Smad yolu, ALA
tarafindan inhibe edilir. Topluca, bu sonuglar EMT vyi inhibe ederek ALA’in
invazyon ve migrasyonu bastirdigini gostermistir. Ek olarak, kanser hiicre invazyonu
boyunca invadopodia olarak adlandirilan kii¢iik ¢ikintilar integrin bagimli bir sekilde
ekstraselliiler matrikse hiicre yapismasini kolaylastirir. Bu hiicre yiizey proteinlerinin
FAK yolunu aktive ettigi bilinir. ALA tedavisi, kanser hiicre invazyon ve migrasyon
inhibisyonuna  Onciilik eden  Bl-integrin  ekspresyonunu asagi  yonde
diizenlenmesinden dolayr bu c¢ikintilarin olusumunu bozar. Invazyon, tip IV
kollojeni azaltan ve tiimoér hiicre invazyonu ve malignitede kritik rol oynayan
ozellikle MMP-2 ve MMP-9 adli iki metalloproteinazdan destek alir ve bir kez daha
ALA meme kanseri hiicre hatlarinda MMP-2 ve MMP-9 MRNA ekspresyonunu
doza bagiml olarak azaltarak invazyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu bulgulara
bagl olarak, ALA ayrica E-kaderini artirtp, N-cadherin, vimentin ve aktiflesmis B-

catenini azaltarak EMT siirecini inhibe eder [129].
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Sekil 7. Tiimor olusumunda yer alan bazi sinyal yollarinda lipoik asitin etkileri [129]
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MATERYAL VE METOT

CALISMALARDA KULLANILAN KIMYASALLAR VE SARF
MALZEMELER

RPMI Medium 1640 (Capricorn), Fetal Bovin Serum (Bio.ind LOT: 1954370),
Penicillin-streptomisin (Capricorn LOT: CP-214079), Phosphate buffered saline
(PBS) (Capricorn), Trypsin-EDTA (Bio.ind), Trizol (Ambion), isopropanol (Sigma)
, Etanol (Isolab), Metanol (Isolab) , Primerler (Sentebiolab), Dimetil siilfoksit
(DMSO) (Roche), DNAaz/RNAse free su (Invitrogen), Steril kiiltiir kaplar1 (Petri), 6
kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1 (Jetbiofil), 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1 (Greiner),
96- Kuyucuklu PCR Array Plak (Thermo), T25 flask ve T75 Flask (LLG), Falcon
Tipi (VWR), RIPA (Milipor), E-cadherin, anti-vimentin, Snail monoclonal, SLUG,
Twist ,Zebl, Beta catenin antikor (Santa- Cruz), alfa Lipoic acid (Sigma LOT:
WXBD2325V), 12 well chamber,removable (Ibidi), Recombinant Human TGF-beta-
1 (RayBiotech LOT: 230-00653 )

Calismamizda kullanilan diger tiim kimyasal maddeler analitik derecede ve

yiiksek saflikta olacak sekilde ticari kaynaklardan elde edilmistir.

CALISMALARDA KULLANILAN CiHAZLAR

Biological Safety Cabinets Class Il Laminar Flow (Nuaire), CO;’li inkiibator
(Nuaire), Otomatik mikropipetler (10, 20, 100, 200, 1000 pl’lik) (Biohit), inverted
Mikroskop (Olympus), Nanodrop Spectrophotometer ND-1000 (Thermo), ), -20
Derin Dondurucu (BEKO), -80°C Dondurucu (Nuaire), No Frost Buzdolabi (BEKO),
Santrifiij (Hettich Zentrifugen), Mikro Santriflij (Hettich Zentrifugen), Sogutmali
Santrifiij (Hettich Zentrifugen), Hassas Terazi (Denver Instrument), RT- PCR
(Thermo Scientific PikoReal 96 Otoklav (Nuve), Vorteks (IKA Yellow Line), Gii¢
Kaynagi(Bio-Rad),

CALISMALARDA KULLANILAN KIiTLER
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Cell Proliferation Kit (XTT) (Sciencell, LOT: 2046899), Matrigel Invasion
Champer (Corning, LOT:7338003) ,cDNA Synthesis Kit (High Capasity) with
Rnase Inhibitor (A.B.T LOT: W4F0121-C4), 2X gPCR SYBR-Green MasterMix
(without ROX) (A.B.T LOT: W2C0221-Q7), DAB Chromogenic, Substrate Kit
(Thermo LOT: HD57664 ), Anti-Polyvalent,HRP  Sekonder Kit(Thermo LOT:
PHL945)

SKOV-3 HATTININ TEMINi VE HUCRE KULTURU

SKOV-3 hiicreleri iyi diferansiye olmus insan over adenokarsinom
hiicreleridir. Calismamizda kullanilan hiicreler daha once ATCC’den alinan ve
cogaltilip dondurularak saklanan kendi hiicre stoklarimizdan kullanilmis olup,
deneyler Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histololoji ve Embriyoloji Anabilim

Dali hiicre kiiltiirii laboratuvarinda yapilmustir.

Sekil 8. Calismamizda kullandigimiz SKOV-3 hiicrelerinin 4X inverted mikroskobik

goruntusi.

SKOV-3 hiicrelerinin rutin kiiltiir basamaklari; hiicrelerin flask i¢inde kiiltiir

ortamina ekilip ¢ogaltilmas1 ve belli bir yogunluga erisince pasajlanmasi, ekim i¢in
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sayilmasi ve deneyde kullanilacak uygun kiiltiir plakalarina ekilmesi, dondurulmasi
ve ¢Oziilmesini kapsamaktadir.

In vitro kosullarda yapilan hiicre kiiltiirii i¢cin kullanilan besiyeri, hiicrelerin in
vitro kosullarda yasamalari, biiylime ve ¢ogalmalar1 icin ihtiyag duyduklar
maddeleri igermelidir. Calismamizda kullanilan besi ortam1 %10 fetal bovin serum
(FBS), %1 L-glutamin, penisilin (100 U/ml) + streptomisin (100 pg/ml) iceren RPMI
1640 besi yeridir. Hiicrelerin canliligi, ¢ogalmasi, pasajlanmalar1 ve takip islemleri
inverted mikroskop ile izlendi. Hiicreler kendileri i¢in uygun kiiltiir ortami olan 37°C
de % 95 nem ve %5 COy’li inkiibatorde inkiibe edildi, % 80-90 yogunluga
eristiklerinde deneylere baslandi.

Hiicreler ilk once T25 flaskta dretildi, ¢ogaltilma ve pasajlanma isleminde;
RPMI 1640 besi yeri ile T75 flaska ekildi ve 37°C de % 95 nem ve % 5 CO2’li
etiivde iki giinde bir besi ortamlar1 degistirilerek inkiibe edildi. Monolayer olup,
tutunarak tireyen hiicrelerin pasajlanmast igin ilk olarak yapistiklar yiizeyden
kaldirilmalar1 gerekir. % 80-90 yogunluktaki flasklar dncelikle PBS ile yikanip 6lii
hiicrelerden ve hiicre atiklarindan iyice arindirilip aspire edildi, sonrasinda tripsin
ilave edilerek hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Flask icerisindeki
hiicre-ortam karigimi 15 ml'lik falkonlara aktarilip, 1500g'de 4 dakika santrifiij edilip
tizerindeki siipernatant alindi, dipte pellet olusturan hiicreler 5 ml besiyerinde
karigtirllarak uygun miktarda flasklara ekimi gerceklestirildi, yeniden flaska yapisip
¢ogalmalarinin saglanmasi i¢in inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin kaldirilip flaska
ekilmeden 6nce hiicre sayimi gergeklestirildi. Hiicre sayimi igin tripan mavisi boyasi
kullanild1. Tripan mavisi mavi renk veren bir boya olup, olii hiicrelerdeki membran
hasarina bagli 6l hiicrelerin membranlarindan gecebilir ve 6lii hiicreler tripan mavisi
ile mavi (boya almis) renk alirken, canli hiicreler boya almamis olarak yani beyaz
gortliir. Ependorfta, 5 pl hiicre siispansiyonunun ig¢ine 45 pl tripan mavisi eklenerek
hiicreler 10 kat diliie edildi. Bu karisimdan 10 pl alinarak neubauer lamina eklendi.
Boylece canli hiicre sayimi gergeklestirildi ve bu agsama hiicre ekimi yapilacak her
bir deney testi ig¢in ayr1 ayri yapildi, calismaya gore c¢esitli sayilarda ekim
gerceklestirildi.

Hiicreler DMSO kullanilarak, kriyotiipler igerisinde dondurularak saklandi.

Hiicreler dondurulmak i¢in, bulunduklart flasktan tripsin ile kaldirildi ve santrifiij
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islemlerinden gegctikten sonra, 2 ml hacimli kriyotiiplere besiyeri ile slispanse hiicre
karistmindan 950 mikrolitre, DMSO’dan (%10 DMSQO) 50 mikrolitre konularak ilk
once +4°C’de on dakika, daha sonra — 20°C’de bir saat bekletildi, daha sonraki
calismalar i¢in -80 C’de sakland.

Dondurulmus hiicrelerin yeniden ¢oziiliip ekilmesinde, kriyotiipteki hiicreler
hizli bir sekilde 37°C de su banyosunda ¢oziiliip biraz taze besi yeri eklenerek dnce
santrifiij edildi, DMSO igeren besi yeri uzaklastirildi. Ardindan yeni besi yeri

eklenip, kiiltiir kaplaria ekilip, uygun kiiltiir ortaminda inkiibe edildi.
HUCRE CANLILIGI TESTI ( XTT TESTI )

ALA’nin degisen dozlarda SKOV-3 hiicrelerine uygulanip zamana ve doza
bagimli olarak hiicre canliliginin tespiti ve hiicrelerin yiizde ellisinin (%50) yasadigi
dozu (IC50) saptamak i¢in XTT hiicre proliferasyon testi kullanildi. Caligmada
kullanilan ALA 9% 98 saflikta temin edildi.

XTT (2,3-bis  (2-methoxy-4  nitro-5-  sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide) suda eriyebilen bir madde olup, canli hiicrelerde formazon
bilesenlerine indirgenerek turuncu renk alir. Olusan boyanin yogunlugu bir
spektrometrede okutulmakta ve metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantili
olan formazon olusumu sayesinde hiicre canlilif1 testi sonuglart hizli bir sekilde
degerlendirilebilmektedir.

Kullandigimiz maddenin sitotoksisitesi ve doz ile zamana bagl etkisi “BI
(Biological Industries) Cell Proliferation Kit XTT based Colourimetric Assay (REF:
20-300-1000, LOT: 2046899)” ile yapildi. Toz halinde bulunan ALA ¢esitli dozlarda
%10 serumlu tam besi ortaminda 1/1000 oraninda DMSO i¢inde ¢oziildi ve
konsantrasyonlar1 ayarlanarak etkileri arastirildi. Segilen konsantrasyon araligi
literatiir bilgileri dikkate alinarak belirlendi test kit protokoliine gore gerceklestirildi.

Hiicreler 96 kuyucuklu plak i¢ine her kuyucukta 10.000 SKOV-3 hiicresi

olacak sekilde 100 ul biiylime medyumu olan RPMI i¢inde ekildi. Hiicreler 37 C’de

% 5 CO; igeren inkiibatorde 24 saat bekletildi. 24. saatin sonunda medyum aspire
edildi. Ardindan ALA igin; 25 uM, 50 uM, 100 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM, 750
uM, 1000 uM ¢alisma konsantrasyonlar1 %10 FBS igeren tam besi ortami iginde
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hazirlandi. Hazirlanan dozlar 100 pl besi yeri ortami i¢inde kontrol kuyucuklari
disindaki kuyucuklara uygulandi. Ayni1 zamanda zamana bagli etkiyi de arastirmak
icin 24, 48 ve 72. saatler i¢in aynm1 dozlar uygulandi. 24 saat sonunda her kuyucuk
icin 100 pl besi yeri, 50 pul XTT reagent solution A, 1 pul XTT activator solution
(aktivator) karisimi hazirlanip kuyucuk basina 150 pl ilave edildi (Kit kullanimina
gore). Ardindan hiicreler 37C’de %5 CO; igeren inkiibatdrde 4 saat inkiibe edilip
calisilan gruplarin absorbans degerleri ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve
630 nm referans araliginda okundu. Hiicre canliligi yiizdesi her bir kuyucukta
Ol¢iilen optik dansite degerinin kontrol optik dansite degerine boliinmesi ve yiiz ile
carpilmasi ile hesaplanarak 1Csy orani belirlendi.

Hiicre canliligr (%) = (Madde uygulanan grubun absorbans degeri /Kontrol
grubunun absorbans degeri) x100

24, 48 ve T2. saat degerlerine gore ¢ikan sonuglar AAT Bioquest programi
kullanilarak ICsy degerleri hesaplandi.

TRIiZOL REAGENT iLE TOTAL RNA iZOLASYONU

Caligmamizda, SKOV-3 hiicrelerinde E- kadherini diisiiriip vimentin diizeyini
artirarak EMT modelini kurmamizi saglayan uygun TGF 81 dozunu bulabilmek
amactyla 10 ng/ml, 50 ng/ml ve 100 ng/ml dozlarinda ve 24, 48, 72 ssat siireyle TGF
31 uygulanan SKOV-3 hiicrelerinde gen diizeyinde ekspresyon degerlendirmesi
yapabilmek amaciyla, RNA izolasyonu yapildi. RNA izolasyonu sonrasi her bir TGF
B grubu igin ayr1 ayrt cDNA iiretildi ve RT-PCR yapildi. RT-PCR sonuglarma gore
en uygun doz olarak 72 saat 100 ng/ml, bulundu. Daha sonra. ALA i¢in XTT ile
tespit edilen 1Csy dozu, TGF B igin de 100 ng/ml 72. Saat dozu alinarak, dort farkli
deney grubu olusturuldu. Hem TGF B dozu belirlerken hemde uygun TGF B dozu
bulunduktan sonra olusturulan deney gruplarinda, gen diizeyinde ekspresyon
degerlendirmesi yapabilmek amaciyla RNA izolasyonu asagida anlatildigi sekilde
yapildi.
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1. 6 kuyucuklu plaklara, her kuyucuk basma 3x10° hiicre olacak sekilde hiicre
ekimi yapildi. SKOV-3 hiicrelerine 10 ng/ml, 50 ng/ml ve 100 ng/ml olmak tiizere ii¢
farkli dozda ve 24, 48 ve 72 saat olmak iizere {i¢ farkli zamanda olacak sekilde TGF
3 uygulanan gruplar olusturuldu. Asil deney grubu i¢in de basta kontrol olmak iizere,
ALA’nin XTT ile tespit edilen ICso dozu, RT- PCR ile belirlenen TGF B dozu ve
bunlarin kombine dozlarindan olusan dort farkli deney grubu olusturuldu ve
ALA’nin ICs siiresi kadar inkiibe edildi. Dozlar agsagidaki gibi secildi.

a. Kontrol

b. Alfa lipoik asit 219 uM (ICsp )

c. TGF beta 100 ng/ml

d. Alfa lipoik asit 219 uM (ICsp ) +TGF beta (100 ng/ml)

2. Hiicreler 6'lik kiiltiir kaplarindan, bir plaka basina 500 pl olacak sekilde
Trizol ilavesi sonrasi scraper kaziyici ile tamamen kaldirildi ve ependorf tiiplere (1
ml'lik) aktarildi. Bu asamada hiicreler ependorf tiiplerde -20 °C de muhafaza
edilebilir.

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

4.Sogutmali santrifiij ile +4°C” de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilip renksiz
olan st faz toplandi, ependorf tiiplere alind1.

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

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

7.Peletin tizerine 500 pl molekiiler biyolojik grade %70’lik ethanol eklendi.
(%70’1ik yapmak i¢in molekiiler grade steril water kullanildi)

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

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

10.Pelletin 40 ul RNase-DNase free water ile ¢oziildii.

Izole edilen RNA'nmn konsantrasyonu ve saflignt Nanodrop cihazi (Thermo)
yardimt ile tespit edildi. Nanodrop ile RNA oOrneklerinin 6l¢iilmesinde Oncelikle
uygun konsantrasyonlarda (cihazin 6lgebilecegi RNA konsantrasyon araligir 2-3000
ng/ul'dir) RNA oOrnekleri olmalidir. Ardindan 1ul RNAse free water ile Nanodrop

cihaz kaidesi iizerine bir damla birakildi ve bilgisayardaki program analizi (ND1000
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V3.6.0 ) ile kor alindi. Sonrasinda RNA 6rneklerinden 1pl olacak sekilde pipetlenip
260-280 nm'de okuma yapildi. Elde edilen RNA lar ependorf i¢inde -20 veya -80 de
saklanabilir. Nanodrop cihazinda 260-280 dalga boyunda ve konsantrasyon igin
ng/ul olarak bakildi.

c¢DNA SENTEZI

izole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi i¢cin cDNA Synthesis Kit (High
Capasity) with Rnase Inhibitor, ile oligo d(T) primeri ve Revers Transkriptaz enzimi
(RT) kullanilarak {iretici firmanin protokolii dogrultusunda gergeklestirildi.

Kit igerigi:

1. RTase (200U/ul)

2.10X Reaction Buffer

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 toplam1 10 pl olmali

10X Reaction Buffer---—>2 ul

20X dNTP mix 1 pl
Random hexamer. 2l
RTase. I ul
RNase Inhibitor. 0,5 ul
RNase free water. 3,5 ul

(Islemlerin hepsi buz iistiinde yapildi)
2.10 pl 2X RT master mix den mikrosantrifiij tiipe alindi.
3.10 ul RNA 6rnegi eklendi ve pipetlendi.

4.Mini santrifiij ile baloncuklar elimine edildi.
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5.Termal cycle a yerlestirildi. Termal cycle programa :

25°C > 10 dk

37°C >120 dk

85 °C>5 dk

+4 °C de bir siire kalabiliyor

Bitince ependorflar RT-PCR yapmak iizere -20°C’de muhafaza edildi.

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

Gen ekspresyon lriiniiniin kantitasyonu amaciyla kullanilan hassas molekiiler
bir metottur. Bu yontem ile RNA Ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede
analiz edilebilmekte, ¢ok sayida Ornek calisilabilmektedir. Gergek zamanli RT-
PCR’da iiriinlerin analizi reaksiyon esnasinda yapilmaktadir. Bu yiizden elektroforez,
PCR iriiniiniin mor otesi 151k altinda gorlintiilenmesi gibi islemlere gerek
kalmamaktadir. Calismamizda 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen RT-PCR
sistemi kullanildi. ALA ve TGF  muamelesi sonrasinda ilgili hiicre dizini
kullanilarak, EMT’de rol alan genlerin (E-kadherin, vimentin, Snail, Slug, Twist,
Zeb) RNA diizeyindeki ekspresyonlari belirlendi. Hiicre dizininden total RNA
izolasyonu yapildi ve takiben elde edilen RNA’larin miktar ve kalitesi tespit edildi.
Sonrasinda, total RNA’lardan cDNA Synthesis Kit (High Capasity) with Rnase
Inhibitor ile cDNA sentezi gergeklestirildi. Bu yontemle ayni anda ve kantitatif
olarak RT-PCR (Thermo Scientific PikoReal 96) ile analiz yapilabilmektedir. Her
panelde referans—housekeeping genler PCR kontrol grubunda yer alarak hedef
genlerdeki rolatif degisikligi analiz etme imkanimiz olmaktadir. PCR sirasinda elde
edilen amplikonlar, dogrudan logaritmik artisa gectikleri dongii sayisina gore
degerlendirildi. Once konsantrasyonlar1 bilinen GAPDH ve diger housekeeping
genlerin bir standart amplifikasyon egrisi olusturuldu ardindan ¢alisilan 6rnekteki
gecis noktasina gore cDNA’nin rolatif miktar1 kantitasyon software tarafindan
belirlendi. Elde edilen veriler Cq olarak kaydedildi. Analizi gerceklestirilen EMT ile
iligkili genlerin ve referans gen olarak normalizasyonda kullanilan housekeeping

genin (GAPDH) primer dizileri Tablo 3’te gosterimistir.
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Tablo 3. RT-PCR’da analiz edilen genlerin primer listesi

Genler Primer Dizisi
E-Cadherin F:GCCTCCTGAAAAGAGAGTGGAAG
R:TGGCAGTGTCTCTCCAAATCCG
Vimentin F:AGGCAAAGCAGGAGTCCACTGA
R:ATCTGGCGTTCCAGGGACTCAT
Snail F:-TGCCCTCAAGATGCACATCCGA
R:GGGACAGGAGAAGGGCTTCTC
Slug F:ATCTGCGGCAAGGCGTTTTCCA
R:GAGCCCTCAGATTTGACCTGTC
Twist F:GCCAGGTACATCGACTTCCTCT
R:TCCATCCTCCAGACCGAGAAGG
ZEB-1 F:GGCATACACCTACTCAACTACGG
R:TGGGCGGTGTAGAATCAGAGTC
GAPDH F:GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG

R:ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

Gergek zamanli RT-PCR ile kontrol grubu ve dozlarin uygulanmis oldugu

gruplar arasindaki hiicre dongiisiinde rol alan genlerin ekspresyonlarinin nasil

oo

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 4)

Tablo 4. Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyon karigimi

bir reaksiyon)

Ger¢ek Zamanh PZR Reaksiyon Karisimi (96 kuyucuklu plaka icin;

Master Mix

S5ul
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cDNA 1 ul

Niiklease Free Water 3,4 ul
F-R mix den 0,6 ul
Son Hacim 10 ul

(Bir kuyucuk i¢in 10 ul koyuyoruz)

Firmanin belirtmis oldugu (Sentebiolab) sulandirma katsayilar1 dogrultusunda
100 pmol luk reverse ve forward ana stoklari olusturuldu. Sonrasinda 10 pmol’luk
PCR stoklart hazirlandi. Bunun igin; 10 pl Forward, 10 pl Reverse, 80 pl Niiklease
Free Water’dan alinip 100 pl lik 10 pmol’luk PCR i¢in hazirlanmis stok elde edildi.

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

INVAZYON KAPASITESININ BELIRLENMESI (MATRIiGEL-
INVAZYON TESTI)

Deney gruplarindaki hiicrelerin invazyon kapasitesi ‘matrigel invasion
champer’ invazyon kaplar1 (Corning) kullanilarak 24 kuyucuklu kiiltiir plaklarinda
arastirildi. Bu deney sayesinde hiicrelerin in vitro sartlar altinda invaziv 6zellikleri
saptanabilmektedir. Invazyon odaciklar1 8 mikron capli porlar iceren matrigel matrix
kapli bir membran ile Ortiiliidiir. Bu membran invaziv 6zelligi olmayan hiicrelerin
membranin diger ylizeyine gecmesini engellemekte, invaziv 6zelligi olan hiicreler ise
membranin diger yiizeyine gecebilmektedir. Bu sayede matrijel kapli membran
invaziv ve invaziv olmayan hiicreleri birbirinden ayirabilmektedir.

Deneyde kisaca, 12 kuyucuklu plakaya matrigel champer’1 yerlestirmeden 6nce
750 ul completed besi yeri eklendi. Dozlar completed olmayan yani i¢inde penicilin-
streptomisin olan ama FBS olmayan besi yerinde hazirlandi. Her kuyucukta 25 bin
hiicre olacak sekilde FBS icermeyen besi yerinde dozlar hazirlandi. Her kuyucukta
500 pl olacak sekilde kuyucuklara dozlu hiicreler uygulandi. Hiicreler 48 saat
37°C’de CO>’li inkubatorde inkiibe edildi.

48 Saat sonra
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1.Kuyucuklardaki besi yerleri dokiildii.

2. 2 defa PBS ile yikandi.

3.750 pl disar1 500 ul champer igine daha 6nceden -20 ye sogumasi igin
biraktigimiz methanol uygulandi.

4. -20 de 10 dk inkiibe edildi.

5. Methanoller pipetle ¢ekildi.

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

7. PBS ile boyadan temizleninceye kadar yikandi.

8. Isik mikroskopunda fotograflari ¢ekildi

KOLONI OLUSUM DENEYI

Deney gruplarimiz igin dozlarin uygulanmasindan sonra SKOV-3 hiicrelerinde
koloni olusumunun nasil etkiledigini belirlemek i¢in, koloni olusum deneyi yapildi. 6
kuyucuklu plakalara kontrol ve doz gruplari i¢in kuyucuk basina 1x10° hiicre olmak
tizere triplike hiicre ekimi yapildi. 14 giin boyunca hiicrelerin 2 gilinde bir
besiyerlerini degistirerek 37°C’de, % 5 CO,’li ortamda inkiibe edildi. On dért giiniin
sonunda hiicreler soguk metanolle -20°C’de 10 dakika fikse edildi. Fikse olan
koloniler kristal viyole boyast ile 5 dakika boyandi. Boyanan koloniler kontrol grubu

ile karsilagtirmali olarak sayilip degerlendirildi.

WOUND HEALING (YARA iYILESME) DENEYI

Hiicre migrasyonunu ve hiicre-hiicre etkilesimini incelemek icin yapilan bir
deney olan yara iyilesme deneyi, SKOV-3 hiicrelerinde ALA ve TGF  maddelerinin
tekli ve kombine dozlarinin etkisini belirlemek i¢in yapildi. Wound healing deneyi
icin 6 kuyucuklu plakaya %100 confluent olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.
Hiicrelerin plak yiizeyine tutunmasi gézlendikten sonra besi yeri kaldirildi. PBS ile 3
kere yikama yapildi. 200 ul lik pipet ucu yardimi ile “+” seklinde plak zeminine

cizim yapildi. Cizigin amaci, hiicrelerin gd¢ etmesini ve boslugu kapatmasini
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gbozlemlemek amaciyla hiicresiz bir alan olugturmaktir. Sonrasinda PBS ile tekrar
yikanip doz gruplari besi yeri i¢inde uygulandi. 0, 16 ve 24 saatte 4X biiyiitme ile

resimler ¢ekilip kontrol grubu ile karsilastirilip analizi yapildi.

IMMUNOSITOKIMYA

Immiinositokimya herhangi bir doku veya hiicre iizerinde belirli bir proteinin
lokalizasyonunun gosterilmesi teknigidir. Antijene spesifik antikorlar kullanilarak
gerceklestirilir. Aranilan proteinin miktar1 hakkinda bilgi vermez, sadece
lokalizasyonu belirler. Horseradish peroxidase (HRP) yonteminde DAB (3,3-
diaminobenzidine) substrat1 kullanilarak boyama yapilir. DAB tipik olarak HRP ile
katalize edilen bir reaksiyonda hidrojen peroksit ile oksitlenir. Oksitlenmis DAB,
HRP’nin yerinde 151k mikroskopu kullanilarak gorsellestirilebilen kahverengi bir
¢okelti olusturur. Boyama islemine baslamadan o6nce endojen HRP enzim
aktivitesinin tiiketilmesi gerekir. Deney gruplarinda yedi farkli antijeni gostermek
icin immiinsitokimya boyama yapildu.

1. Hiicreler 8 kuyucuklu chamber slide i¢ine her bir kuyucuga 40.000 (200
mikrolitre i¢inde) hiicre olacak sekilde damlacik formunda ekildi.

2. Damlacik 4 saat boyunca hiicrelerin ¢cokmelerine izin vermek i¢in inkiibator
igerisinde bekletildi.

3. Daha sonra her kuyucuk i¢ine 200 mikrolitre daha besiyeri eklendi ve gece
boyu inkiibasyona birakildi.

4. Ertesi giin konfluent olmus hiicrelerin tizerindeki medium aspire edildi.

5. 2 kere PBS ile yikandi.

6. Fiksasyon i¢in hiicrelerin lizerine her bir kuyucuk i¢in 400 mikrolitre
methanol eklendi ve 10 dakika — 20 de bekletildi.

7. Sonrasinda methanol aspire edilerek chamber slideler kurutuldu.

8. Hiicrelerin iizerine yeterli miktarda % 3 hidrojen peroksit eklendi ve 15
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
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9. Anti-Polyvalent, HRP Sekonder Kit ig¢erigindeki protein blocking soliisyonu
ornek iizerine yeterli miktarda damlatildi ve 5-10 dakika oda sicaklifinda inkiibe
edildi.

10. 1 kere PBS ile yikandi.

11. Primer antikorlar E-cadherin, vimentin, SNAIL, SLUG, TWIST, ZEB, B
catenin datasheetde yazildigi tizere 1:100 oraninda distile su ile sulandirildi.

12. Ertesi giin 4 kere PBS ile yikandi.

13. Anti Goat biotinlenmis sekonder antikor ornek tizerine yeterli miktarda
damlatild1 ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

14. 4 kere PBS ile yikandi.

15. Ornekler iizerine streptavidin peroxidase (HRP) ilave edilip 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

16. 4 kere PBS ile yikandu.

17. DAB sustrate chromojen kitine gore, her 1 ml DAB substrate igine 2 damla
DAB chromojen damlatildi, iyice karistirildaktan sonra her kuyucuga 400 mikrolitre
damlatilip karanlik ortamda yarim saat inkiibe edildi.

18. 4 kere PBS ile yikandi.

19. Karsit ¢ekirdek boyasi olarak hematoksilen kullanildi.10 sn hematoksilenle
inkiibe edildikten sonra ¢esme suyunda 3-4 kere yikandi.

20. Chamberslide forceps yardimiyla kaldirildi ve lam iizeri lamelle entellan
yardimiyla kapatildi.

21. Isik mikroskobunda, her bir deney grubu i¢in yedi farkli antikor triplike
olmak {izere rastgele belirlenen bes alanda 200X biiyiitmede 300 hiicre igerecek

sekilde sayildu.

VERILERIN iSTATISTIKSEL OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Veriler SPSS 24.0 paket programiyla analiz edildi. Siirekli degiskenler
ortalama =+ standart sapma, ortanca(en kiiciik -- en biiyiikk degerler) ve kategorik
degiskenler say1 ve yiizde olarak verildi. Verilerin normal dagilima uygunlugunun

incelenmesinde Shapiro Wilk testi kullanildi. Bagimsiz grup farkliliklarin
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karsilastirilmasinda tek yonlii ve ¢ift yonlii Varyans Analizi (ANOVA, F), Post-hoc
olarak Tukey kullanildx.

BULGULAR

XTT TESTI SONUCLARI

SKOV-3 hiicrelerinde farkli dozlarda ALA verilerek yapilan XTT testinde,
ALA’nin ICs degeri 48. saate 219,033 uM olarak saptandi. 24 saatlik hiicre canlilig1
testi sonuglarinda, hiicre proliferasyonunun % 50' lerin altina diigmemesi sebebiyle,
48. saatteki doz oran1 ICsqolarak kabul edildi. Alfa lipoik asitin degisen doz araliklari

ve zamana gore etkisi Sekil 9°da goriilmektedir.

Alfa Lipoik Asit

180
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100

W 24sa

[0}
o

M 48sa

o]
o

Hiicre Canlihgi (%)

W 72sa

N b
o O

o

cont 25uM 50 pM 100 uM 125 pM 250 pM 500 pM 750 uM 1000
pum

Doz (uM)

Sekil 9. Alfa lipoik asit’in ¢esitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina

etkisinin siitun grafigi gosterimi
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Plot

Results

Parameter

Sekil 10. Alfa lipoik asit IC 50 dozunu gosteren grafik

TRIiZOL REAGENT iLE TOTAL RNA iZOLASYONU SONUCLARI

Trizol Reagent yardimi ile SKOV- 3 hiicrelerinde EMT modelini kurmak igin
uygun TGF B dozunu bulabilmek igin RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen total
RNA'larin konsantrasyon ve saflik oranlar1 Nanodrop ile saptanmistir. Sonuglar
Tablo 5’ deki gibidir.

Tablo 5. TGF  dozunu belirlemek igin izole edilen RNA’lara ait konsantrasyon ve

saflik degerleri
Grup Konsantrasyon 260/280 nm
(ng/pl) (OD)
Kontrol 179,8 1,72
TGF 3 10 ng/ml 196,2 1,74
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TGF B 50 ng/ml

216,9

1,76

TGF B 100 ng/ml

300,2

1,89

Daha sonra SKOV- 3 hiicrelerinde EMT modeli kurmak i¢in uygun TGF 8

dozu olan 100 ng/ml bulunduktan sonra, trizol reagent yardimi ile kontrol grubu,
TGF B, ALA ve kombine dozlar1 igeren SKOV-3 hiicrelerinden RNA izolasyonu
yapildi. Elde edilen total RNA'larin konsantrasyon ve saflik oranlari Nanodrop ile
saptandi. (Tablo 6)

Tablo 6. Deney grubuna ait izole edilen RNA’lara ait konsantrasyon ve saflik

degerleri
Grup Konsantrasyon 260/280 nm
(ng/p) (OD)
Kontrol 637,8 1,66
TGF 3 100 ng/ml 550 1,69
ALA IC 50 957,1 1,81
ALA IC50 + TGF 100 ng/ml 2435 1,71

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

1. Reaksiyon sonucunda elde edilen Cq degeri dikkate alinarak degisik
konsantrasyonlardaki TGF B gruplarindaki gen ifadelerindeki degisim hesaplanda.
Calismamiz sonucunda arastirmamizda inceledigimiz E-kadherin ve vimentin

genlerinden istatistiksel olarak anlamli degisim goriilen genler ve degisim durumlari
Sekil 11°de verildi.
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Fold Regulation (comparing to control group)

Position Gene
Symbol
TGF B 10 ng/ml TGF 8 50 ng/ml TGF B 100 ng/ml
Fold p-Value Fold p-Value Fold p-Value
Regulation Regulation Regulation
1 GAPDH 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan
2 = -1.73 0.285768 4.82 0.256707 2.08 0.174974
cadherin
3 vimentin -1.17 0.334686 5.68 0.086712 1.38 0.419957

Sekil 11. RT-PCR sonucuna gore kontrol ve farkli doz TGF B uygulanan gruplar

arasinda degisiklik gosteren genler

2
B GAPDH
B e- cadherin
B vimentin

[
w

Fold Change

0.5

% kontrol TGFB10 TGFB350 TGF 8100

Sekil 12. RT-PCR sonuglaria gore kontrol ve farkli doz TGF B uygulanan gruplar

arasindaki degisimin grafiksel olarak gosterimi

RT-PCR sonucuna gore;
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72 saat TGF B 100 ng/ml dozu uygulanan grupta; E-kadherin’de belirgin
azalma (fold regulation degeri -2,08), vimentin degerinde ise artis (fold regulation
degeri 1,38) tespit edilmis olup, SKOV-3 hiicrelerinde EMT modeli kurmak i¢in
uygun TGF B dozu 72 saat 100 ng/ml olarak kabul edildi. Bu dozun uygulanmasi
sonrasinda SKOV-3 hiicrelerinin epiteloid olan yapisinin 72 saat sonra mezenkimale

doniistiigii goriildi. (Sekil 13)

SKOV-3 TGF-B Grubu72. Saat Goruntusa

Sekil 13. SKOV-3 hiicrelerine 72 saat 100 ng/ml TGF  uygulamas1 sonras1 SKOV-3
hiicrelerinin epiteloid yapidan mezenkimale doniisimiiniin morfolojik olarak

gosterilmesi

2. Reaksiyon sonucunda elde edilen Cq degeri dikkate alinarak kontrol, TGF 3
100 ng/ml, ALA IC 50 ve TGF B 100 ng/ml + ALA IC 50 kombinasyon
gruplarindaki gen ifadelerindeki degisim hesaplandi. Calismamiz sonucunda
aragtirmamizda inceledigimiz E-kadherin, vimentin, Snail, Slug, Twist, Zeb
genlerinden istatistiksel olarak anlamli degisim goriilen genler ve degisim durumlari

Sekil 14°de, cizgi grafigi Sekil 15°de, kiime grafigi ise Sekil 16°da gosterildi.
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Posiion ~ Gene Symbol Fold Regulation {comparing to control group)

TGF B 100 ng/ml Alfa lipoik asit (ALA) TGF 8+ ALA
Fold Regulaion  pValue FoldRegulofion ~ pValue  Fold Regulation  pValve

1 GAPDH 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan

2 e cadherin 1.03 0.452371 377 0.346963 87.83 0.337422
3 vimentin 3.66 0.366571 2.48 0.320981 6.41 0.018379
4 snail 56.62 0.093320 498 0.130888 473 0.368021
5 slug 2.82 0.440002 1.06 0.798650 130.09 0.298523
6 Kwist 19.03 0.371232 19.34 0.108517 230 0.559005
7 zeb 160.53 0.357951 1.19 0.375793 1.22 0.554097

Sekil 14. RT-PCR sonucuna gore kontrol grubuna gore degisiklik gdsteren genler

—e— GAPDH
150 ~a— e- cadherin
—e— vimentin
—e— snail
—e— slug
—e— twist
100 —e— zeb

Fold Change

50

-

0

Kontrol grup TGF B 100 ng/ml Alfa lipoik asit ALA+TGF B
(ALA)

Sekil 15. RT-PCR sonucuna gore kontrol grubuna gore deney gruplari arasinda

degisiklik gosteren genlerin ¢izgi grafigi gosterimi
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Sekil 16. RT-PCR sonucuna gore kontrol grubuna gore deney gruplari arasinda

degisiklik gosteren genlerin kiime grafigi gosterimi

RT-PCR sonucuna gore;

72 saat TGF B 100 ng/ml dozu uygulanan grupta; E-kadherin’de belirgin
azalma, vimentin, SNAIL, SLUG, TWIST ve ZEB’ de belirgin art1s tespit edildi.

48 saat ALA IC 50 dozu verilen grupta; E- kadherin belirgin azalma, vimentin
ve SNAIL gen ekspresyonunda belirgin artis bulundu. SLUG ve ZEB kontrol
grubuyla ayniyken TWIST gen ekspresyonunda belirgin diisme tespit edildi.

TGF B ve ALA kombine verildigi grupta ise E-cadherin, vimentin, SNAIL,
TWIST ve ZEB’de belirgin diisme tespit edildi.

SKOV-3 hiicrelerine 72 saat 100 ng/ml TGF B verilen grupta kontrol grubuna
gore morfolojik olarak epiteloid yapidan mezenkimale doniis goriiliirken, ALA IC 50
dozunda 48 saat tutulan grupta normal SKOV-3 morfolojisinde bir degisim
gozlenmedi ve yine bu ikisinin kombine olarak verildigi grupta epitelden
mezenkimale doniis TGF 3 grubuna gore daha az gozlemlendi. Morfolojik olarak

degisim durumlar1 Sekil 17°de gosterildi.
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SKOV-3 ALA Grubu72. Saat Goruntusu SKOV-3 ALA + TGF-R Grubu72. Saat Goruntusa

Sekil 17. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol, TGF B, ALA ve komnasyonlarinin

uygulandig1 deney gruplarinda 72 saat sonra hiicrelerin morfolojik olarak gdsterimi

MATRIGEL INVAZYON TESTi SONUCLARI

Triplike yapilan matrigel invazyon deneyi sonucunda, TGF B uygulanan
SKOV-3 hiicrelerinin ortalama invaze olan hiicre sayisinin (1850) kontrol grubuna
(1057) gore arttigi, ALA uygulanan grubun invaze olan hiicre sayisinin (836) kontrol
grubuna gore azaldigi, TGF 8 + ALA’ nin kombine uygulandig1 grupta ise invaze
olan hiicre sayisinin (1440) kontrol grubuna goére azaldigi tespit edildi. (Sekil
18,19,20,21,22) (Tablo 7,8)
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Sekil 20. ALA grubunda invaze olan hiicrelerin mikroskop goriintiisti (100 X)
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Sekil 21. TGF B + ALA grubunda invaze olan hiicrelerin mikroskop goriintiisii
(100X)

Tablo 7. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve doz gruplarinda invazyona ugrayan hiicre

say1st, ortalama ve standart sapmalar1

Grupl Grup2 Grup3 Ortalama Std sp
Kontrol 1106 1044 1021 1057 43,966
TGF B 100 ng/ml 1720 1905 1925 1850 113,027
ALAIC 50 845 780 883 836 52,086
TGF B 100 ng/ml + 1505 1476 1339 1440 88,662
ALAIC50
Tablo 8. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda invazyon deneyi

istatistik sonug tablosu

p degeri

Tukey's multiple comparisons test

SKOV-3 ve SKOV-3-TGF kol <0,0001

SKOV-3 ve SKOV-3-ALA * 0,0377

SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB+ALA *k 0,0016

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3-ALA koK <0,0001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3- * % 0,001
TGFB+ALA ’

SKOV-3-ALA ve SKOV-3-TGFB+ALA ok x <0,0001
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Sekil 22. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda invazyon deneyi sonug
grafigi

KOLONI DENEYI SONUCLARI

Kontrol grubu hiicrelerde koloni ortalamasi 63 iken, TGF 8 100 ng/ml
gurubunda koloni sayist 48, ALA ICs, grubunda 61, ALA ICsp + TGF B 100 ng/ml
grubunda 48 olarak bulundu (Tablo 9, 10). Sekil 23’de kontrol ve doz gruplarinin

goriintiisti gosterildi.
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TGFB1 TGF B2 TGF B3

ALA+TGF 3 1 ALA+TGF 32 ALA+TGF 33

Sekil 23. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve doz gruplarinda koloni goriintiisii
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Tablo 9. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda koloni sayilari,

ortalama, standart sapma sonuglari

Grupl Grup2 Grup3 Ortalama Std sp
Kontrol 75 61 55 63 10,263
TGF £ 100 ng/ml 66 36 42 48 15,875
ALAIC50 62 50 71 61 10,536
TGF 8 100 ng/ml + 60 40 45 48 6,028
ALA IC 50

Tablo 10. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda koloni deneyi istatistik

sonugclari
p degeri
Tukey's multiple comparisons test
SKOV-3 ve SKOV-3-TGFf ns 0,3793
SKOV-3 ve SKOV-3-ALA ns 0,9908
SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB+ALA ns 0,2405
SKOV-3-TGFB ve SKOV-3-ALA ns 0,5235
SKOV-3-TGFB ve SKOV-3- ns 09824
TGFR+ALA '
SKOV-3-ALA ve SKOV-3-TGFB+ALA ns 0,3477
95% Confidence Intervals (Tukey)
SKOV-3-ALA - SKOV-3-TGF+ALA- ————— ¢ Column means diff.
SKOV-3-TGFp - SKOV-3-TGF+ALA- ——

SKOV-3-TGFp - SKOV-3-ALA- '—.—|

SKOV-3 - SKOV-3-TGFp+ALA- S
SKOV-3 - SKOV-3-ALA- ———
SKOV-3 - SKOV-3-TGFp- —

T T 1 T T 1
-60 -40 -20 0 20 40 60

Difference between group means

Sekil 24. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda koloni deneyi istatistik

sonug grafigi
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WOUND HEALING DENEYi SONUCLARI

Wound healing deneyi sonuglarinin 0, 16 ve 24 saatte 4X biiyiitme ile ¢ekilen
resimleri Sekil 25°te, deney gruplarimizin, wound healing deneyi sonras1 0, 16 ve 24
saatte yara kapatma yiizdeleri Tablo 11°de, istatistiksel sonuglar1 Tablo 12 ve 13’te

gosterildi.

KONTROL

TGFR
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TGFR+ALA

0.SAAT 16.SAAT 24.SAAT
Sekil 25. Kontrol, TGF B, ALA ve kombine gruplarma ait 0. 16. ve 24. saat wound

healing deneyi sonuglari

Tablo 11. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda yiizdelik olarak

wound healig sonuglari

0. Saat ortalama | 16. Saat ortalama | 24. Saat ortalama
Kontrol % 100 % 40 % 25
TGF 5 100 ng/ml % 100 % 25 % 14
ALAIC50 % 100 % 80 % 71
TGF B 100 ng/ml + ALA IC 50 % 100 % 78 % 69

Tablo 12. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda yiizdelik olarak

wound healig deneyi 16. saat istatik sonuglari

p degeri

Tukey's multiple comparisons test

SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB ok xk <0,0001

SKOV-3 ve SKOV-3-ALA kol <0,0001

SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB+ALA HARK <0,0001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3-ALA ok xk <0,0001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3- ok Kk <0,0001
TGFB+ALA

SKOV-3-ALA ve SKOV-3-TGFB+ALA | **** <0,0001
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Tablo 13. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda yiizdelik olarak

wound healig deneyi 24. saat istatik sonuglari

p degeri
Tukey's multiple comparisons test
SKOV-3 ve SKOV-3-TGF *E Kk <0,0001
SKOV-3 ve SKOV-3-ALA *E Kk <0,0001
SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB+ALA HokkE <0,0001
SKOV-3-TGFB ve SKOV-3-ALA Hokkk <0,0001
SKOV-3-TGFB ve SKOV-3- * %k % % <0,0001
TGFB+ALA '
SKOV-3-ALA ve SKOV-3-TGFB+ALA HokkE <0,0001
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IMMUNSITOKIMYA SONUCLARI

Bir transmembran proteni olan E-kadherin en 6nemli epitelyal gen olarak
kabul edilir ve sitoplazmik tarafta a ve  katenine, onlarda hiicre iskeleti proteinleri
olan aktine baglanirlar. Buna gore kontrol, ALA, ALA+TGF B gruplarinda E-
kadherin pozitif boyanan hiicre sayisi, TGF B grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml1 olacak sekilde yiiksekti (p<0.05) (Tablo 14). Sekil 26’da; kontrol, ALA ve
ALA+TGF B grubunda hiicre zarinda mavi okla isaretli E-kadherin boyanmasi

goriilmektedir.

Kontrol TGFR1

ALA ALA+TGFR1

Sekil 26. E- Kadherin antikoru immiinsitokimya boyama, zit boyama olarak H&E,
400~ biiyilitme, mavi ok ile hiicre zarinda E- kadherin gosterilmekte
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Tablo 14. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda E- kadherin

proteininin immiinsitokimya istatik sonuglari

p degeri

Tukey's multiple comparisons test

SKOV-3 ve SKOV-3-TGF *E Kk <0,0001

SKOV-3 ve SKOV-3-ALA wokx 0,0009

SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB+ALA HokkE <0,0001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3-ALA Hokkk <0,0001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3- * %k % % <0,0001
TGFB+ALA '

SKOV-3-ALA ve SKOV-3-TGFB+ALA * 0,0297

E-Kadherin ISK Sonuglari
400~

3004

200+

100+

Sekil 27. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda E- kadherin proteininin

immiinsitokimya istatik sonug grafigi
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Kontrol TGFR

ALA ALA+TGFR

Sekil 28. Vimentin antikoru immiinsitokimya boyama, zit boyama olarak H&E, 400*

bliylitme

Vimentin sitoplazmik bir protein olup hiicre mezenkimal yapiya doniistiikce
sitoplazmik olarak miktar1 artar. Buna gore vimentin pozitif sitoplazmik boyanan
hiicre sayist kontrol, ALA, ALA+TGF B gruplarinda TGF B grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiiktii (p<<0,05) (Tablo 15). Sekil 28’de;

TGF B grubunda hiicre sitoplazmasinda vimentin boyanmasi goriilmektedir.
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Tablo 15. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda vimentin proteininin

Immiinsitokimya istatik sonuglari

p degeri

Tukey's multiple comparisons test

SKOV-3 ve SKOV-3-TGF *E Kk <0,0001

SKOV-3 ve SKOV-3-ALA ns 0,4424

SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB+ALA * 0,046

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3-ALA Hokkk <0,0001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3- * %k % % <0,0001
TGFB+ALA

SKOV-3-ALA ve SKOV-3-TGFB+ALA ns 0,389

Vimentin ISK Sonugclari
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Sekil 29. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda vimentin proteininin

immiinsitokimya istatik sonug¢ grafigi
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ALA ALA+TGFR
Sekil 30. Snail antikoru immiinsitokimya boyama, zit boyama olarak H&E, 400*

biiyiitme

Snail bir EMT transkripsiyonel faktorii olup normal kanser hiicresinde protein
olarak sitoplazmada, EMT gelistiginde ise c¢ekirdekte yerlesir. Buna gore kontrol,
ALA, ALA+TGF B gruplarinda sitoplazmada Snail pozitif boyanan hiicre sayust,
TGF B grubunda ¢ekirdekte boyanan Snail pozitif hiicre sayis1 fazlaydi (p<0.05)
(Tablo 16). Sekil 30’da; kontrol, ALA ve ALA+TGF B grubunda hiicre

sitoplazmasinda, TGF 3 grubunda ¢ekirdekte Snail boyanmasi goriilmektedir.
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Tablo 16. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda Snail proteininin

Immiinsitokimya istatik sonuglari

p degeri

Tukey's multiple comparisons test

SKOV-3 ve SKOV-3-TGF *E Kk <0,0001

SKOV-3 ve SKOV-3-ALA ok 0,0063

SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB+ALA * 0,014

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3-ALA Hokkk <0,0001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3- * %k % % <0,0001
TGFB+ALA

SKOV-3-ALA ve SKOV-3-TGFB+ALA ns 0,9249

Snail ISK Sonuglan
300+

200+

100

Sekil 31. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda Snail proteininin

immiinsitokimya istatik sonug¢ grafigi
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ALA ALA+TGFR

Sekil 32. Slug antikoru immiinsitokimya boyama, zit boyama olarak H&E, 400*
bliylitme

Slug bir EMT transkripsiyonel faktorii olup normal kanser hiicresinde protein
olarak sitoplazmada, EMT gelistiginde ise c¢ekirdekte yerlesir. Buna gore kontrol,
ALA, ALA+TGF B gruplarinda sitoplazmada Slug pozitif boyanan hiicre sayisi, TGF
3 grubunda c¢ekirdekte pozitif hiicre sayisi fazlaydi ve sonuglarimiz istatistiksel
olarak anlamliydi (p<0.05) (Tablo 17). Sekil 32’de; kontrol, ALA ve ALA+TGF
grubunda hiicre sitoplazmasinda, TGF B grubunda c¢ekirdekte Slug boyanmasi

goriilmektedir.
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Tablo 17. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda Slug proteininin

Immiinsitokimya istatik sonuglari

p degeri

Tukey's multiple comparisons test

SKOV-3 ve SKOV-3-TGF *E Kk <0,0001

SKOV-3 ve SKOV-3-ALA ns 0,7834

SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB+ALA ok 0,001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3-ALA Hokkk <0,0001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3- * %k % % <0,0001
TGFB+ALA

SKOV-3-ALA ve SKOV-3-TGFB+ALA Hokk 0,0004

Slug ISK Sonuglari
250

200+ 1

150

100

50

Sekil 33. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda Slug proteininin

immiinsitokimya istatik sonug¢ grafigi
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Sekil 34. Twist antikoru immiinsitokimya boyama, zit boyama olarak H&E, 400*
bliylitme

Twist bir EMT transkripsiyonel faktorii olup protein olarak normal zamanda
sitoplazmada, EMT gelistiginde ise c¢ekirdekte yerlesir. Buna goére kontrol, ALA,
ALA+TGF B gruplarinda sitoplazmada Twist boyanan hiicre sayisi, TGF  grubunda
¢ekirdekte pozitif boyanan hiicre sayis fazlaydi ve sonuglarimiz istatistiksel olarak
anlamhiydi (p<0.05) (Tablo 18). Sekil 34°de; kontrol, ALA ve ALA+TGF B
grubunda hiicre sitoplazmasinda, TGF B grubunda g¢ekirdekte Twist boyanmasi

goriilmektedir.
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Tablo 18. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda Twist proteininin

immiinsitokimya istatik sonuglari

p degeri

Tukey's multiple comparisons test

SKOV-3 ve SKOV-3-TGF *E Kk <0,0001

SKOV-3 ve SKOV-3-ALA ok 0,0098

SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB+ALA ns 0,4601

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3-ALA HokkE <0,0001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3- ok ok K <0,0001
TGFB+ALA

SKOV-3-ALA ve SKOV-3-TGFB+ALA | ns 0,0804

Twist ISK Sonuglari
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Sekil 35. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda Twist proteininin

immiinsitokimya istatik sonug¢ grafigi
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ALA ALA+TGFR

Sekil 36. Zeb antikoru immiinsitokimya boyama, zit boyama olarak H&E, 400*
biiylitme

Zeb bir EMT transkripsiyonel faktorii olup normal zamanda protein olarak
sitoplazmada, EMT gelistiginde ise cekirdekte yerlesir. Buna gore kontrol, ALA,
ALA+TGF B gruplarinda sitoplazmada Zeb pozitif boyanan hiicre sayisi, TGF B
grubunda cekirdekte pozitif boyanan hiicre sayis1 fazlaydi ve sonuglarimiz
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05) (Tablo 19). Sekil 36’da; kontrol, ALA ve
ALA+TGF B grubunda hiicre sitoplazmasinda, TGF B grubunda ¢ekirdekte Zeb

boyanmasi goriilmektedir
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Tablo 19. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda Zeb proteininin

immiinsitokimya istatik sonuglari

p degeri

Tukey's multiple comparisons test

SKOV-3 ve SKOV-3-TGF Hokxk <0,0001

SKOV-3 ve SKOV-3-ALA ns 0,9947

SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB+ALA ns 0,0863

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3-ALA ok k <0,0001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3- ok ko <0,0001
TGFB+ALA

SKOV-3-ALA ve SKOV-3-TGFB+ALA | ns 0,1212

Zeb ISK Sonuglan
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Sekil 37. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda Zeb proteininin

immiinsitokimya istatik sonug¢ grafigi
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Sekil 38. Beta katenin antikoru immiinsitokimya boyama, zit boyama olarak H&E,

400~ biiyiitme

Son olarak ¢ekirdege dogru toplanan bir protein olan p-katenin de EMT'nin bir
isareti olarak kabul edilir. E-cadherin, B-katenin'in ¢ekirdekten sitoplazmaya gogiine
aracilik edebilir. Buna gore kontrol, ALA, ALA+TGF B gruplarinda E- kadherin,
TGF B grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksekti (p<0.05)
(Tablo 20). Sekil 38’de; kontrol, ALA ve ALA+TGF B grubunda hiicre
sitoplazmasinda, TGF B grubunda ¢ekirdekte Beta- katenin boyanmasi goriilmektedir
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Tablo 20. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda B-katenin proteininin

immiinsitokimya istatik sonuglari

p degeri

Tukey's multiple comparisons test

SKOV-3 ve SKOV-3-TGF *E Kk <0,0001

SKOV-3 ve SKOV-3-ALA ns 0,9947

SKOV-3 ve SKOV-3-TGFB+ALA ns 0,0863

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3-ALA Hokkk <0,0001

SKOV-3-TGFB ve SKOV-3- * %k % % <0,0001
TGFB+ALA

SKOV-3-ALA ve SKOV-3-TGFB+ALA ns 0,1212

B-katenin ISK Sonuclan
300

200+

100

Sekil 39. SKOV-3 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda B-katenin proteininin

immiinsitokimya istatik sonug¢ grafigi
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TARTISMA

Kanser tedavisinde antikanser ilaglarin yan1 sira antioksidanlarda
kullanilmaktadir. Bunlardan alfa lipoik asitin over kanserinde etkili oldugunu
gosteren bir ¢alismaya rastlanmistir [130]. Over kanseri en oldiiriicii jinekolojik
kanser olup, metastaz ve invazyonu EMT ile iliskilendirilmistir [131]. ALA, meme
[132, 133] ve tiroid [134] kanserlerini igeren diger kanser tiplerinde anti-metastaz
potansiyelini gdsteren ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak yapilan literatiir taramasinda
alfa lipoik asitin over kanserlerinde EMT’ye etkisini arastiran g¢alismaya
rastlanmamustir. Biz ilk kez bu g¢alismayla insan over adenokarsinom hiicre hatti
SKOV-3’te alfa lipoik asitin TGF B1 bagimli EMT’yi inhibe ederek migrasyon ve
invazyonu inhibe ettigini gosterdik.

Normal over yiizey epiteli hem keratin hem de vimentin ekspresyonuyla
epitelyal ve mezenkimal karakter sergiler [135]. Over yiizey epitel hiicrelerinin hem
folikiiler riiptiir hem de epitel yenilenmesi boyunca epitelyal ve mezenkimal hiicre
morfolojisi arasinda gegis yaparak bu degisikliklere adapte olduguna inanilir. Ayn
zamanda, bu plastisite over kanseri kokeninde metastaza onciiliik eden tiimor hiicre
yayiliminin tesvikinde énemli bir baslatici olay olabilir [136]. Calismamizda insan
over kanseri hiicresi olan SKOV-3‘te hem E-kaderin hem de vimentin
ekspresyonunun gozlemlendigini bulduk, bu durum Yong-Feng Hou ve
arkadaslarmin yapdigi bir ¢alismayla uyumluydu [137].

EMT, normal fizyolojik durumda kortikal yerlesimli artmis E-kadherin ve
azalmis vimentin ekspresyonunun tam tersine dondiigii epitel hiicreleriyle iliskili bir
durumdur. Buna karsin, normal over yiizey epiteli mezodermal kaynaklidir ve
kortikal E-kaderin olmaksizin yiiksek vimentin seviyesi eksprese eder. EMT’nin
hiicresel 6zellikleri epitel benzeri poligonal morfolojinin, apikobazal hiicre polaritesi
ve yan yiiz baglantilarinin kaybi, fibroblast benzeri seklin gelisimi, hiicre iskelet
filamentlerinin yeniden organizasyonu, artmis hiicre hareketliligi ve migrasyon ve
invazyon i¢in On kosul olan ekstraselliiler matriks bozulmasi i¢in proteazlarin

uyarilmasidir [136].

Timor mikrogevresindeki sitokinler ve biiyiime faktorleriyle iliskili cesitli

sinyal yollar1 EMT siirecini uyarir. Bu, c¢esitli sinyal yollar1 ve onlarin hedef
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genlerinin aktivasyonuyla olur. Ornegin TGF B, hepatosit biiyiime faktorii, epidermal
biiyiime faktorii ve fibroblast bliyiime faktorii gibi faktorler, spesifik hiicre tiplerinde
reseptorlerini in vitro aktive ettikten sonra EMT’yi uyarabilirler. TGF B ailesi kanser
patogenezinde EMT’yi en iyi uyaranlardan biridir. TGF B meme kanseri kok
hiicresinde EMT nin potent bir diizenleyicisi olup [138], tiroid kanserinde TGF B
bagimli bir EMT c¢aligmasinda [139] ve yine SKOV-3 hiicrelerinde EMT modeli
kurmak igin baska bir calismada kullanilmistir [137]. Yong-Feng, Hou ve
arkadaslarinin SKOV-3 hiicrelerine TGF-8 vererek EMT modeli kurduklar1 bir
calismada TGF B dozunu 10 ng/ml olarak belirlemislerdir. Biz de ¢alismamizda
SKOV-3 hiicrelerine 10 ng/ml, 50 ng ml ve 100 ng/ml olarak ii¢ farkli dozda 24, 48
ve 72 saat olmak tlizere ti¢ farkli sirede TGF B1 dozu uyguladik, hem RT- PCR
sonuglarina gore hem de morfolojik olarak 100 ng/ml 72 saat siireyle TGF B1
uygulanan grup EMT ile en uyumlu oldugu i¢in doz grubumuz bu sekilde belirledik.
TGF-B ¢ok fonksiyonlu bir sitokin olup kanserin erken evresinde
proliferasyonu durdurma, farklilasmayi uyarma veya apopitozu tesvik etme gibi
tiimdr baskilayict bir sitokin gibi davranir. Fakat ileri evre kanserde EMT’yi uyarma
gibi ¢oklu mekanizmalarla tiimor gelisimini tesvik eder [140]. Ek olarak, TGF B3
deneysel caligmalarda EMT nin anahtar bir uyaricisi olarak siklikla kullanilir. EMT,
epitelyal ve mezenkimal degisikliklerden baska, B-katenin, Slug, Snail, Twist ve Sox
gibi transkripsiyonel faktorlerin lokalizasyon degisikligiyle karakterizedir [141]. Bir
calisgmada TGF B1’in Slug, Snail ve B-kateninin hem ekspresyonunu hem de over
kanseri hiicrelerinde lokalizasyonlarini artirdigi gosterilmistir [137]. Bir bagka
calismada TGF B1 bagimli EMT, CCR7 aktivasyonuyla meme kanseri hiicrelerinin
lenfatik endotel hiicrelerine dogru gégiinii tesvik etmistir [142]. Snail, TGF-$
bagimli EMT boyunca SMAD3/4 igin bir ko-faktordiir ve meme kanserinde CAR ve
E- kaderinin kaybiyla Snaill ve SMAD3/4’{in birlikte niikleer ekspresyonu arasinda
giiclii bir iligki oldugu bulunmustur [142]. Akciger kanseri A549 hiicrelerinde TGF-3
bagimli CD 59 ekspresyonu EMT boyunca SMAD 2 {izerinden degil SMAD3
tizerinden ilerler [143]. Liu ve arkadaslar1 TGF-f bagimli EMT i¢in JAK/STAT3
yolunun gerekli oldugunu ve akciger kanserinde IL-6/JAK/STAT3 yolu ile TGF-
B/SMAD yolunun sinerjik olarak EMT’yi uyardiklarini bildirmislerdir [144]. Bu
nedenle TGF B ile kurulan EMT modeli pek ¢ok yolu aktive ederek timor
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hiicrelerinin metastazini saglar. Biz de ¢alismamizda SKOV-3 hiicrelerine 72 saat
boyunca 100 ng/ml TGF B1 uyguladiktan sonra, E-kaderinde belirgin azalma,
vimentin, Snail, Slug, Twist ve Zeb gen ekspresyonunda belirgin artis gozlemledik.
Immiinhistokimya sonuglarimiz PCR ile uyumlu olup, morfolojik olarak da epitelyal
yapidaki SKOV-3 hiivrelerinin mezenkimal yapiya doniistiigiinii daha igsi ve daha
hareketli oldugunu bulduk. Bu bulgularimiz daha 6nce TGF B ile EMT modeli
kurulan over [137], tiroid [134] ve meme kanseri [132] gibi diger kanser hiicre
tirleriyle uyumludur. Yine c¢alismamizda TGF-8 ile EMT kurulan grubumuzda,
kontrol grubuyla kiyasladigimizda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde migrasyon,
proliferasyon ve invazyonda belirgin artis gézlemledik.

ALA, yapisinda kiikiirt iceren, dogal olarak olusan kisa zincirli bir yag asitidir
[128]. ALA tiim prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde bulunan dogal bir antioksidan
bilesik olup, insanlarda piriivat dehidrojenaz ve o-keto gluterat dehidrojenaz
kompleksi gibi enerji metabolizmasinda yer alan birka¢ mitokondriyal multi enzim
kompleksi i¢in esansiyel bir ko-faktor olarak davranir [129]. ALA’nin antioksidan
etkisi, ROS’u temizleme ve endojen antioksidanlari yenileme kabiliyetinden dolayi
hiicresel biiyiimede biiyilk bir rol oynar. Onceki c¢alismalar hiicre i¢i redoks
dengesinin hiicresel biiyiimeyle baglantili oldugunu ve karsinogenezde kritik bir rol
oynadigin1 gosterdi. ALA’nin hiicre proliferasyon inhibisyonu ve apopitoza onciililk
eden, kanser hiicreleri tarafindan biriktirilmis yiiksek oksidatif stresi azalttigi1 one
stirildii. Degisik caligmalar disardan ALA uygulamasinin, gesitli kanser tiplerinde
proliferasyonu inhibe ettigini gostermislerdir. Tiimor proliferasyonunun PI3K/Akt,
ERK ve mTOR gibi onkojenik sinyal yollarmin aktivasyonuna onciiliik eden,
EGFR’yi igeren farkli tirozin kinaz reseptorlerinin asir1 ekspresyonundan dolay:
oldugu iyi bilinmektedir. Ilging bir sekilde, cesitli kanser tiplerinde bu proliferatif
yollarin uyarilmasi ALA tedavisi iizerinden inhibe edilir ve kanser hiicre
proliferasyonunu kisitlayarak antitiimor aktivitelerine katkida bulunur. Meme kanseri
hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada ALA’nin, antikanser tedavisi i¢in potansiyel bir
hedef olarak goriilen ve meme kanseri hiicrelerinde siklikla asir1 eksprese olan
PTP1B ve SHP2 aktivitesini azaltarak, meme kanser hiicrelerinin canliliklarini
azalttig1 gosterilmistir. Ayrica ALA hiicre siklusunun durmasina onciililk eden pek

cok kanser tiirlinde, siklin bagimli kinaz inhibitorleri olan p27kipl ve p21Cipl’in
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artmasini tegvik eder. AMPK enerji dengesini koruyan enerji seviyesinin biiyiik bir
sensorii olup, fosforilasyonla aktivasyonu azalan bir Akt efektorii olan mTOR protein
kompleksinin inhibisyonu tarafindan, tiimér progresyonunu engelledigi bildirilmistir.
Inhibitér roliine ek olarak ALA, AMPK aktivasyonunun giiclendirilmesine yol acar
ve ardindan Akt yolunun inhibisyonunu gii¢lendirir, bdylece kanser hiicresi
proliferasyonunu azaltir. Antiproliferatif roliine ek olarak, ALA doza bagimli olarak
farkl1 tip kanser hiicrelerinin apopitozunu tesvik eder. Onceki bilgiler ALA’in anti-
apopitototik ve pro-apopitotik proteinler arasindaki dengeyi diizenleyerek g¢esitli
kanser hiicrelerinde apopitozu destekleyen ROS’u olusturabildigini gostermislerdir.
Gergekten de, mitokondriyal anti-apopitotik proteinler Mcl-1, bcl-2 ve bcl-XL,
birkag over, akciger ve meme kanseri hiicre hattinda ALA tedavisini takiben,
konsantrasyona bagl bir sekilde diizenlenmesi azalir. Tersine, ALA tedavisine cevap
olarak pro-apopitotik proteinler Bim ve Noxa’nin ekspresyonu artar. Biitiin bu
olaylar hiicre Oliimiine yol acar. Losemi ve meme kanserinde artan kaspaz-3
aktivitesiyle ALA tedavisinden sonra Bax/bcl2 orani belirgin sekilde artar. Hepatoma
kanser hiicrelerinde yapilan bir bagka calisma, ALA’nin kaspaz-9 ve kaspaz-3
aktivasyonu ile intrinsik apopitotik yolu tetikledigini gostermistir. Bu bulgular
dogrultusunda kolon kanserinde yapilan bir bagka ¢alisma, ALA nin NF-«B sinyalini
inhibe ederek WT p53 proteinini stabilize ettigini meydana ¢ikarmistir. WT p53 pro-
apopitotik gen transkripsiyonunu uyararak bdylece intrinsik apopitozu tetikleyen bir
apopitoz aktivatoriidiir. Dorsam ve arkadaslari. ALA’nin kolorektal kanserde P53
stabilizasyonundan bagimsiz hiicre Oliimiinii tetikledigini gostermislerdir. Ayni
zamanda, akciger kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, ALA tedavisinin
nekroz ve otofaji bagimli hiicre 6liimiine onciiliik eden Apopitoz-indiikleyici Faktor
(AIF) tarafindan kaspaz bagimsiz mekanizmalar araciligiyla diger hiicre o6lim
yollarii provake ettigini gostermislerdir. [145]. Yapilan son ¢aligmalarda hepatoma
hiicreleri, kolon kanseri hiicreleri ve akut T hiicreli 16semiyi iceren kanser
hiicrelerinde ALA’nin hiicre Oliimiinii artirarak hiicre proliferasyonunu azalttig
gosterilmistir [146-148]. Hem in vivo hem in vitro yapilan baska bir ¢alismada
ALA’nin akciger kanseri biiylimesini ve canliligimi azalttiginm1 gostermislerdir.
ALA’nin akciger kanseri i¢in anti-kanser etkisi mTOR bagimli otofaji inhibisyonu
ile baglantilidir [149]. Mide kanseri hiicrelerinde ALA MUC4’iin ekspresyonunu
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azaltarak proliferasyonu ve invazyonu inhibe eder. Ozellikle ALA MUC4’i
baglayarak STAT3’ii baskilar [150]. Yapilan bagka bir ¢alismada ALA’nin AMPK
aktivasyonu yoluyla ve ardindan mTOR-S6 sinyal yolunun diizenlenmesini azaltarak
tiroid kanseri hiicre proliferasyon ve biiyliimesini engelledigini bulmuslardir [134].
Calismamizda wound healing deneyi sonuglarna gore ALA verilen SKOV-3
hiicrelerinde, kontrol ve TGF B gruplariyla karsilastirildiginda proliferasyon ve
migrasyonu istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir. Yine ALA+TGFB verilen
grupta wound healig deney sonuglarina gore SKOV-3 hiicrelerinde proliferasyon ve
migrasyon istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (p<0.05). Ancak ¢alismamiz
ALA’nin SKOV-3 hiicrelerinde migrasyon ve proliferasyonu nasil azalttigina dair

mekanizmasini anlamak igin yetersizdir

Metastaz kaskadi ¢cok basamakli kompleks bir siirectir, ilk kritik basamak
ekstraselliiler bariyer boyunca hiicre invazyonu ve bazal membran penetrasyonudur,
bunu vaskiiler infiltrasyon, damar disina ¢ikis ve uzak organ kolonizasyonu takip
eder. Bu olaylar TGF B ve the fokal adezyon kinase isimli iki hayati yolak tarafindan
diizenlenir. Bir kez bu yollar aktive oldugunda, vimentin, Slug, Twist ve Snail gibi
EMT-TF’ler ile uyarilir. Bu transkripsiyon faktorleri, E-kadherini azaltarak ve birkag
EMT belirtecinin asir1 ekspresyonunu tetikleyerek EMT’ye yol agar. Bu belirteglerin
ekspresyonu diger kanser tiplerinde ALA tedavisi tlizerinden azaltilir. Ayrica, TGF 8
sinyali SMAD aktivasyonuna yol agtiktan sonra, EMT siirecinde oldugu bilinen
SMAD yolu ALA tarafindan inhibe edilir. Biz de ¢alismamizda TGF- grubunda E-
kaderin ekspresyonunun azahp, vimentin, Snail, Slug, Twist ve Zeb expresyonunun
belirgin sekilde arttigimi gordiik. TGF-B grubunda yapilan imminsitokimya
sonuglarina gére normalde hiicre zari {izerinde bilunan E- kadherin pozitif boyanan
hiicre sayist TGF-B grubunda, kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiki agidan
anlamli sekilde azalmistir (p<0,05). Normalde sitoplazmada lokalize olan vimentin
pozitif hiicre sayis1 TGF- grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir
(p<0,05). Yine ¢ekirdekte Snail, Slug, Twist ve Zeb pozitif boyanan hiicre sayisinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigini gozlemledik (p<0,05). Cekirdege
dogru toplanan bir transkripsiyonel faktor olan B-katenin de EMT'nin bir isareti
olarak kabul edilir [151]. E-kadherin, B-katenin'in ¢ekirdekten sitoplazmaya gogiine
aracilik edebilir [152]. Son olarak biz de TGF-B1 verilen SKOV-3 hiicrelerinde
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immiinsitokimya boyama sonuglarina gére hem cekirdekte toplanan (3-katenin hem
de hiicre zarinda E-cadherin azalmasi gozlemledik. TGF B1 verilen SKOV-3
hiicrelerinde yapilan baska bir ¢alismada da bizimle benzer sonuglar bulunmustur

[137].

BCPAP ve HTH-83 tiroid kanseri hiicre hatlarina yapilan bir ¢alismada ALA
verilmesinden sonra E-kadherin artmig, beta katenin ve vimentin gibi EMT
belirtegleri azalmistir. Bunun yaninda Snail ve Twist gibi en onemli EMT
transkripsiyonel faktorleri 48 saat ALA tedavisi sonrast azalmis olarak bulunmustur
[134]. Yapilan baska bir ¢calismada MDA-MB-231 ve 4T1 isimli iki meme kanseri
hiicre hattinda, ALA’nin Snail, vimentin ve Zeb gibi TGF B bagimli EMT
belirteglerini bastirarak hiicre migrasyonunu azalttigi gosterilmistir [132]. Bizim
calismamizda ise tek basina ALA verilen grubumuzda; ilging bir sekilde E-kadherin
azalmig, vimentin artmis buna karsin Snail, Slug, Zeb transkripsiyonel faktorlerinde
bir degisiklik olmayip, Twist’de ise belirgin bir azalma gorilmiistir. EMT
transkripsiyonel faktorleri olan Snail, Slug, Twist, Zeb arttiktan sonra E-kadherin
azalip, vimentin arttif1 i¢in, bunlar yiikselmeden E-kadherinin azalip vimentinin
artmast EMT’yi diisiindiirmemistir. Immiinsitokimya sonuglarinda ise E-kadherin
kontrol grubuyla kiyaslandiginda, E- kadherin pozitif hiicre sayis1 kontrol grubuyla
benzer bulundu, Snail, Slug, Twist ve Zeb’de c¢ekirdekte degilde sitoplazmada
boyanan pozitif hiicre sayisinin yiiksek oldugu goézlendi, B-kateninde ise ¢ekirdek
dis1 boyanma izlenmistir. ALA+TGF B grubunda; E-kadherin, vimentin, Snail, Slug,
Twist, Zeb’ de belirgin azalma goriilmiistiir. Immiinsitokimya sonuglarma gére, E-
kadherin pozitif hiicre sayis1 ve sitoplazmada vimentin pozitif hiicre sayis1 kontrol
grubuyla benzer bulundu, Snail, Slug, Twist ve Zeb’de c¢ekirdekte degil de
sitoplazmada boyanan pozitif hiicre sayisinin yiiksek oldugu gozlendi. B-kateninde
ise ¢ekirdek digt boyanma izlendi. Tim bu bulgular 1513inda TGF  uygulayarak
EMT modeli kurdugumuz ve daha invaziv ve proliferatif hale getirdigimiz SKOV-3
hiicrelerinde, ALA uygulayarak proliferasyon, migrasyon ve invazyonun
engellendigini hem gen ve protein diizeyinde hem de morfolojik olarak gosterildi.

Diger EMT tiplerinin aksine kanserde goriilen EMT agresif ve kontrolsiizdiir.
Hem EMT hem de bunun tersi olan MET, kanser metastaz ve ilerlemesinde merkezi

rol oynar. MET, EMT sirasinda meydana gelen degisiklikleri tersine ¢evirme
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islemidir. MET geciren metastatik hiicre, epitel hiicre 6zelliklerini geri kazanarak
ikinci yerlestigi ortama uyum saglar ve orada cogalir. Doku kolonizasyonunu
destekleyen MET siireci hakkinda nispeten az sey bilinmektedir, ancak dahil olan
mekanizmalarin ¢cogunun EMT'ye bagli oldugu agiktir. Twist, Snaill ve Snail2 gibi
birkag EMT transkripsiyon faktoriiniin azalmasi hiicrelerin epitel 6zelliklerini
yeniden kazanmasint ve hiicre biiyiimesini ve kolonizasyonunu artirir. MKKH'leri
kolonizasyon olusturmak ve primer tiimore benzeyen ikinci bir tiimor olusturmak
icin mezenkimal 6zelliklerini kaybeder yani MET gegcirir [122]. Biz de ¢alismamizda
koloni deneyi sonrast gruplar arasinda anlamli bir fark gézlemlemedik. TGF B grubu
ve ALA+TGF B grubunda koloni sayisinda kismen bir azalma olmasi kolonilesmede
MET’in 6nemli oldugunu diisiindiirmesine ragmen, ALA’nin kolonilesme {izerinde

etki etmedigi gozlemlendi.

SONUC
Calismamiz alfa lipoik asitin (ALA), TGF-B81 sinyal yolunu bloke ederek
SKOV-3 over adenokarsinom hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve invazyonunu
inhibe ettigini gostermistir. Bu ¢alismanin sonuglari, lipoik asidin over kanserinin
proliferasyon, invazyon ve metastazinin dnlenmesi i¢in umut verici bir terapotik ajan
olabilecegini diislindiirmektedir. Ancak, ALA’nin bu etkilerinin altinda yatan
mekanizmayi netlestirmek i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir. Bu, lipoik asidin

molekiiler mekanizmasi hakkinda daha fazla ¢aligma yiiriitiilerek dogrulanabilir.
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