MUGLA

)

sl

4115

= o

e

44

Wl
Coeap pu

T.C.
MUGLA SITKI KOCMAN UNiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
HIiSTOLOJi VE EMBRiIYOLOJi ANA BiLiM DALI
HISTOLOJi VE EMBRIYOLOJI TEZLi YUKSEK LISANS PROGRAMI

YUKSEK LiSANS TEZIi

KARVAKROLUN SKOV-3 INSAN OVER KANSERI
HUCRELERINDE EPITELYAL-MEZENKIMAL GECISE
ETKILERININ INCELENMESI

Ayca YAZICI

MUGLA-2024



T.C.
MUGLA SITKI KOCMAN UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJi VE EMBRiIYOLOJi ANA BiLiM DALI
HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI TEZLI YUKSEK LISANS PROGRAMI

YUKSEK LiSANS TEZI

KARVAKROLUN SKOV-3 INSAN OVER KANSERI
HUCRELERINDE EPITELYAL-MEZENKIMAL GECISE
ETKILERININ INCELENMESI

Ayca YAZICI

Tez Danismani
Doc¢. Dr. Giirkan YiGITTURK

MUGLA-2024



TEZ ONAYI

Ayca YAZICI tarafindan hazirlanan “Karvakroliin SKOV-3 Insan Over Kanseri
Hiicrelerinde Epitelyal-Mezenkimal Gegise Etkilerinin Incelenmesi” bashkli tez
caligmasi asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali,
Histoloji ve Embriyoloji Tezli Yiiksek Lisans Programinda, Yiiksek Lisans Tezi olarak

kabul edilmistir.

Jiiri Bagkant1 Dog. Dr. Giirkan YIGITTURK
Mugla Sitkt Kogman Universitesi

Uye Dog. Dr. Hiilya ELBE
Mugla Sitkt Kogman Universitesi

Uye Prof. Dr. Yigit UYANIKGIL

Ege Universitesi

Tez savunma tarihi: 30.01.2024

Bu tez Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali, Histoloji ve Embriyoloji Tezli Yiiksek

Lisans Programinda, Yiiksek Lisans Tezi olmasi i¢in gerekli sartlar1 yerine getirmektedir.

Prof. Dr. Miiesser OZCAN
Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirti



YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi
ve tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan metinleri sahiplerinden yazili izin alarak kullandigimi ve istenildiginde

suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Mugla Sitk1 Kogman Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 digindaki tiim fikri miilkiyet haklarrm bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢caligsmalarda (makale, kitap,

lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Ac¢ilmasina Tliskin Yonerge”
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi / MSKU

Acik Erisim Sisteminde erisime agilabilir.

[] Tezimle ilgili patent bagvurusu yapilacagindan veya patent alma siireci devam
ettiginden Enstitli Yonetim Kurulu karari ile tezimin mezuniyet tarithimden
itibaren 2 y1l erisime acilmasinin ertelenmesini talep ediyorum.

Tezimde yeni teknik, materyal ve metotlar kullanildigindan ve heniiz makaleye
doniismemis oldugundan Enstitii Yonetim Kurul karari ile mezuniyet tarthimden
itibaren 6 ay tezimin erisime agilmasinin ertelenmesini talep ediyorum.

30.01.2024

Ayca YAZICI



ETiK BEYAN

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum “Karvakroliin SKOV-3 Insan Over Kanseri
Hiicrelerinde Epitelyal-Mezenkimal Gegise Etkilerinin incelenmesi” isimli calismada
tezin planlanmasindan yazimina kadar tiim siireclerde etik ilkelere bagl kaldigimi, tezime
iliskin bilgi ve belgeleri akademik ve bilimsel etik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi,
kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, tezimde kullandigim tiim gorsel
ve yazili materyallerin kaynagimi gosterdigimi, yararlandigim eserlerin tliimiiniin
kaynaklar boliimiinde yer aldigimi, tezimin Mugla Sitki Kogman Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisti Tez Yazim Kilavuzuna goére yazildigini beyan ederim.

30.01.2024

Ayca YAZICI



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitim siirecimde bilgi ve tecriibelerini benden esirgemeyen,
deneyimleriyle bana yol gosteren ve destek olan danisman hocam Dog. Dr. Giirkan
YIGITTURK e tesekkiirlerimi sunarim. Paylastig1 engin bilgi birikimleri ve deneyimleri
i¢in saym ana bilim dal1 baskanimiz Prof. Dr. Feral OZTURK e, deneyim ve bilgilerini
benimle paylasan sayin Dog. Dr. Hiillya ELBE’ye, bilgilerini ve desteklerini esirgemeyen
saym Dr. Ogr. Uyesi Gazi CONTUK a ve yiiksek lisans egitimim boyunca birlikte

calistigim tiim laboratuvar arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Stresli siireclerimde hep yanimda olup varligiyla ve kosulsuz sevgisiyle bana
destek olan biricik patili dostum Asil’e ve diger tiim patili dostlarima; beni her zaman
destekleyen ve tiim zor siire¢lerimde yanimda olup, motive eden sevgili arkadaslarim
Eglima MOZAFARY ve Damla KARAGOZ e giiven, samimiyet ve essiz destekleri i¢in

tesekkiir ederim.

Hayatimin her alaninda oldugu gibi yiiksek lisans stirecimde de maddi ve manevi
olarak desteklerini esirgemeyen, aldigim tiim kararlarda yanimda olan, motive eden ve
inandiZim degerler i¢in miicadele etmeyi Ogreten annem Ayfer YAZICI’ya, babam
Ayhan YAZICI’ya ve kardesim Anil Arda YAZICI’ya kosulsuz sevgi ve destekleri i¢in

tesekkiirler ederim.



KARVAKROLUN SKOV-3 INSAN OVER KANSERI HUCRELERINDE
EPITELYAL-MEZENKIMAL GECISE ETKILERININ INCELENMESI

OZET

Over kanseri giiniimiizde en sik goriilen jinekolojik kanserlerdendir. Tedavisi,
cerrahi ve kemoterapinin entegrasyonuna dayanmaktadir. Tedavisine yonelik yeni ve
daha etkili ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), hiicrelerin
epitel Ozelliklerini kaybettigi, mezenkimal fenotipik 6zellikler kazandig1 bir siirectir.
Kanser gelisimi ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik ve patolojik olaylarda énemli rolii
oldugu diistiniilmektedir. Karvakrol, kekik ve kekikgiller ailesinin iiyesi olan bitkilerin
ugucu yaglarinda bulunan fenolik bir monoterpenoiddir. Literatiirler incelendiginde
karvakroliin kanser hiicre apoptozunu indiikledigi gosterilmistir. Bu ¢aligmada
karvakroliin SKOV-3 insan over kanseri hiicrelerinin EMT potansiyeline olan etkilerini
belirleyip, vimentin ve TGF-p belirtegleri lizerindeki etkilerini incelemek amaglanmuistir.
Calismada ilk olarak WST-1 analizi ile karvakroliin ICso degeri tespit edilmistir. EMT ile
ilgili analizlerde tespit edilen 1Cso degeri (C1 grubu) ve bu degerin %10’ u (C2 grubu)
kullanilarak deney gruplari olusturulmustur. Ayrica uygulama yapilmayan kontrol grubu
ve DMSO ¢6zgen grubu olusturulmustur. Vimentin ve TGF- belirte¢lerinin incelenmesi
icin immiinofloresan boyama gergeklestirilmistir. Floresan 1s1ma yogunluklari
“diizeltilmis total hiicre floresanm1 (CTCF) degeri” olarak hesaplanmistir. EMT
potansiyelinin incelenmesi igin in Vvitro yara modeli olusturulmus ve yara alaninda hiicre
cogalmasina bagh yiizde (%) kapanma orani belirlenmistir. Karvakrol, SKOV-3 hiicre
canliligin1 konsantrasyona bagli olarak inhibe etmektedir. Yara iyilesme analizinde
karvakrol uygulanan gruplarda yara alanlarmmin kapanma yiizdesi azalmistir. Anti-
vimentin (p<0.05) ve Anti-TGF-B (p<0.01) immiinfloresan boyamasinda C1 grubu CTCF
degerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu
goriilmektedir. Sonug olarak, karvakroliin doza bagli olarak SKOV-3 hiicrelerinde EMT
inhibisyonuna sebep olabilecegi goriilmektedir. Bu sebeple calismamizin, EMT
tizerinden kanser tedavi yaklagimlar1 sunan aragtirmalara katki saglama potansiyelinin

oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: SKOV-3, Over kanseri, EMT, Karvakrol, Vimentin,
TGF-p
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CARVACROL ON EPITHELIAL
MESENCHYMAL TRANSITION IN SKOV-3 HUMAN OVARIAN CANCER

ABSTRACT

Ovarian cancer is one of the most common gynecologic cancers today. Its
treatment is based on the integration of surgery and chemotherapy. New and more
effective agents are needed for its treatment. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is
a process in which cells lose their epithelial properties and gain mesenchymal phenotypic
characteristics. It is thought to play an important role in physiological and pathological
events such as cancer development and wound healing. Carvacrol is a phenolic
monoterpenoid found in the essential oils of thyme and thyme family members. In the
literature, carvacrol has been shown to induce cancer cell apoptosis. In this study, we
aimed to investigate the effects of carvacrol on the EMT potential of SKOV-3 human
ovarian cancer cells and to examine its effects on vimentin and TGF-f3 markers. In the
study, the 1Cso value of carvacrol was first determined by WST-1 analysis. Experimental
groups were formed using the 1Cso value determined in the analysis related to EMT (C1
group) and 10% of this value (C2 group). In addition, an untreated group (control group)
and a solvent group (DMSO group) were formed. Immunofluorescent staining was
performed to examine vimentin and TGF-f markers. Fluorescence intensities were
calculated as "corrected total cell fluorescence (CTCF) value"”. In order to examine the
overall EMT potential, an in vitro wound model was created and the percentage (%)
closure rate due to cell proliferation in the wound area was determined. Carvacrol inhibits
SKOV-3 cell viability in a concentration-dependent manner. In wound healing analysis,
the percentage of closure of wound areas decreased in the carvacrol-treated groups. Anti-
vimentin (p<0.05) and Anti-TGF-f (p<0.01) immunofluorescence staining showed that
the CTCF value of C1 group was statistically significantly lower compared to the control
group. In conclusion, it appears that carvacrol may cause EMT inhibition in SKOV-3
cells in a dose-dependent manner. Therefore, we think that our study has the potential to

contribute to researches that offer cancer treatment approaches through EMT.

Keywords: SKOV-3, Ovarian cancer, EMT, Carvacrol, Vimentin, TGF-p
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1. GIRiS

Kontrolsiiz hiicre bdliinmesi ve ¢ogalmasi olarak tanimlanan kanser, genetik ve
cevresel kosullardan etkilenen olduk¢a kompleks bir hastaliktir (Roy ve Saikia,2016).
Over kanserinin  mevcut tedavisi, cerrahi ve kemoterapinin entegrasyonuna
dayanmaktadir. Son yillarda over kanseri tedavisi i¢in ¢esitli ilaglar gelistirilmis olmasina
ragmen, yeni ve daha etkili ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Kwiecinska vd., 2012). Over
kanseri bilylimesi ve metastazi, tiimdriin etrafinda ilerleyen, hiicreler arasinda yapisal
bozulmaya, hiicre yapismasina, hiicre gociine, istilaya, ¢ogalmaya ve yeni kan damari
olusumuna yol acan bir dizi olaydan meydana gelmektedir (Ayla, Oktem ve Bilir,2009).
Over kansert tipi, tiimdrijenik siirecin nerede basladigini belirler. Over kanserine yol agan
bu tiimorler epitelyal, stromal ve germ hiicreli tiimorler olarak temelde {i¢ gruba ayrilir.
Epitelyal tiimdrlerde tiimorijenik stireg, overin disin1 kaplayan doku tabakasinda baslar.
Stromal tiimorlerin tiimdrijenik siireci over dokusunda baslar. Over dokusu hormon
iireten hiicreler igerir ve bu tiimdrler, hormonal sistemin hizli tepki vermesi nedeniyle
siklikla diger over tiimorlerinden daha erken teshis edilebilir (Colak, Duman ve Yilmaz,
2022). Germ hiicreli tiimorlerde ise siire¢ over hiicrelerinde baglamaktadir ve daha ¢ok
gen¢ yaslardaki kadinlarda goriilmektedir (Reavis ve Drapkin,2020). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), epidermal over kanserini serdz, miisindz, endometrioid, seffaf hiicreli,
gecis hiicreli, mix, farklilasmamis ve siiflandirilmamais tipler olarak siniflandirmistir.
Histolojik alt tip ve dereceye gore siniflandirma prognoz i¢in 6nemlidir (Luvero,Milani

ve Ledermann, 2014).

Epitelyal-mezenkimal gegis (EMT), hiicrelerin epitel niteliklerini kaybettigi ve
mezenkimal fenotipik 6zellikler kazandig: bir siirectir (Greenburg ve Hay, 1982). Tip 1
EMT; embriyogenez, implantasyon ve organlarin gelisimi sirasinda ortaya ¢ikar. Organ
fibrozu veya malign metastaz ile iliskili degildir. Tip 2 EMT; yara iyilesme, organlarda
goriilen fibrozis ve dokularin rejenere olmasinda rol oynar. Hasara cevap olarak ortaya
¢ikar. Onarim siireglerini destekler, doku onarimi i¢in fibroblastlarin ve diger hiicrelerin
tretimine katilir. Bu tiir EMT genellikle enflamasyon ile iliskilidir ve enflamasyon bitince
sona erer. Tip 3 EMT ise metastaz ve kanser progresyonu ile baglantilidir. Tip 3 EMT ile
tiretilen hiicreler, kan dolagimina girme ve metastaz olusturma yetenegine sahiptir (Sohal

vd., 2013). EMT, kanser hiicrelerine metastatik potansiyel verir ve dolasimdaki timor



hiicreleri EMT o6zellikleri gosterir. Hedefe vardiklarinda, kanser hiicreleri uzak organlari
kolonize etmek i¢cin EMT transkripsiyon faktorlerini (Twistl ve Prrxl) kapatir,
mezenkimal-epitelyal gecis ile epitel 6zelliklerini yeniden kazanir (Nassar ve Blanpain,
2016). EMT, epitel hiicrelerinin apikal ve bazal polaritelerini ve hiicre-hiicre
adezyonlarim1 kaybederek, migrasyon kabiliyeti artan ig sekilli mezenkimal hiicreler
haline geldigi ve mezenkimal bir yapidan epitelyal bir yapiya geri dondiigi geri
dontistimlii bir siirectir. Bu siliregte, dezmozom stabilizasyonu i¢in énemli olan ¢esitli
sitokeratinler, sik1 baglantilarin 6nemli bir bileseni olan E-kadherin ve okludin, klaudin,
Epcam, a6B gibi bilesenler tarafindan inhibe edilir. Ayn1 zamanda fibronektin, vimentin,
N-kadherin, integrinler (B1 ve B3) ve matriks metalloproteinaz (MMP) seviyeleri artar.
Son veriler, kanser hiicrelerinin epitel ve mezenkimal hiicrelerin 6zelliklerine sahip bir
"goreceli EMT" durumunda da olabilecegini diisiindiirmektedir (Loret vd., 2019).
EMT’nin dolagimdaki tiimor hiicrelerine doniismek iizere dolasima giren hareketli ve
invaziv kanser hiicrelerinin kaynagi oldugu diisiiniilmektedir (Remsik vd., 2018). EMT,
kanser invazyonu, metastaz ve kemorez direncinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigina

inanildig1 i¢in kanserde de kapsamli bir sekilde ¢alisiimaktadir (Haensel ve Dai, 2018).

Genel olarak, EMT ile ilgili caligmalar, siireci tanimlamak i¢in epitelyal (E-
kadherin) ve mezenkimal (N-kadherin veya vimentin) belirteglerin ifadesini incelerken,
gercek mezenkimal hiicrenin olusumu i¢in daha fazla kanita ihtiya¢ duyulmaktadir

(Haensel ve Dai, 2018).

EMT, c¢esitli sinyal molekiilleri tarafindan indiiklenir ve bir dizi transkripsiyon
faktorii, mikroRNA'lar ve epigenetik faktorler tarafindan diizenlenir. EMT'yi indiikleyen
biiylime faktorleri ve sinyal kaskadlar1 arasinda donistiiriicti biiylime faktorii beta (TGF-
), epidermal biiytime faktorii (EGF), fibroblast biiytime faktorii (FGF), hepatosit biiyiime
faktorii (HGF) bulunmaktadir (Haensel ve Dai, 2018).

TGF-B, EMT’ yi indiikleyerek tiimor invazyonunu ve metastazini destekledigine
yonelik ¢aligmalar yapilmistir (Kim vd., 2020). TGF-f yolagi, birkac farkli doku tipinde
EMT'nin indiiklenmesinde 6nemli bir rol oynar. Bu sinyal yolu, ii¢ farklt TGF-$
izoformu, iki aktivin ve birka¢ kemik morfojenik proteini dahil olmak iizere ¢ok sayida
alternatif ligand tarafindan aktive edilir. TGF-p, karsinogenez sirasinda ikili bir rol oynar;

Baslangicta, biliylimeyi durdurarak ve apoptozu aktive ederek tliimdrijenezi inhibe eder,



ancak TGF-f'min asir1 eksprese edildigi ilerlemis kanserlerde, EMT'yi uyararak
tiimdrigeneze tesvik eder, bu da tiimor hiicrelerini daha invaziv yapar ve metastazlara

duyarhiliklarini artirir (Heldin, Vanlandewijck ve Moustakas 2012).

Karvakrol, kekik tiirti bitkilerinin ugucu yaglarinda bulunan fenolik bir
monoterpenoiddir (Sharifi-Rad vd., 2018). Genellikle giivenli bir gida katki maddesi
olarak taninmakta ve unlu mamullerde, tatlilarda, igeceklerde ve sakizlarda tatlandirici
olarak kullanilmaktadir. Ugucu yaglardan elde edilen biyolojik olarak aktif bilesikler
lizerine yapilan arastirmalar, bunlarin giiclii antibakteriyel, antifungal ve antioksidan
maddeler oldugunu kanitlamigtir. Karvakrol (5-izopropil-2-metilfenol) de, ugucu yagin
antimikrobiyal ve antifungal etkilere sahip ana maddelerindendir. Kanser tedavisine
yonelik yapilan calismalarda hiicrelerin apoptoz oraninin karvakrol tedavisi ile arttig
gosterilmistir (Mehdi vd., 2011). Karvakroliin, doza ve zamana bagl bir sekilde, hiicre
canlhiligin azalttig, reaktif oksijen tiirlerinin oranini artirdig1 ve mitokondriyal membran
potansiyelini bozarak prostat kanseri hiicrelerine karsi koruyucu etkiler sergiledigi
bildirilmistir (Karam vd., 2019). Karvakrol, insan hastaliklarini iyilestirmek amaciyla
yeni terapotik alternatiflerin gelistirilmesi icin yiiksek bir potansiyel sergilemektedir.
Bununla birlikte, karvakroliin potansiyel terapdtik etkisini molekiiler diizeyde
aydinlatmak igin, 6ldiiriicii dozu, toksisitesine 6zel referansla uzun siireli insan etkililik

denemelerini iceren kapsamli ¢alismalar gereklidir (Imran vd., 2022).

Bu c¢alismada karvakroliin SKOV-3 insan over kanseri hiicrelerinin EMT
potansiyeline olan etkilerini belirleyip, vimentin ve TGF-B belirtegleri tizerindeki

etkilerini incelemek amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Over Anatomisi

Ovaryumlar, pelvis mindriin yan duvarinda bulunan fossa ovarica’ya yerlesmis,
bir ¢ift organdir. Fossa ovarica, arteria iliaca externa ile arteria iliaca interna arasinda yer
almaktadir. Ovaryumlarin her biri yaklasik 4 cm uzunlugunda olup, eni 2 cm ve 0.8 cm
kalinligindadir. Agirligt 3- 5 g arasindadir. Facies lateralis ve medialis olmak iizere iki
ylizli vardir. Ekstremitas tubaria ve ekstremitas uterina olmak tizere iki ucu, margo liber

ve margo mesovacius olmak tizere iki kenar1 bulunmaktadir (Arinci ve Elhan, 2020).

Vena iliaca externaya komsu olan ekstremitas tubaria’ya fimbria ovarika ile
ligamentum ovarii suspensorium tutulmaktadir. Ligamentum ovarii suspensorium, iliak
damarin 6n tarafinda yukari dogru uzanan bir periton plakasidir ve i¢inde arteria ve vena
ovarica bulunur. Ekstremitas uterina, asagi pelvis dosemesine dogru yonelmis haldedir.
Bu ug, ligament ovarii proprium araciligtyla uterusun cornu uterine tutunur. Bu bag
gubernaculumun artiginin bir boliimiidiir, ligamentum latum uteri i¢inde bulunur ve biraz

da ¢izgisiz kas lifleri igerir (Arinc1 ve Elhan, 2020).

Facies lateralis, fossa ovarica’y1 Orten parietal peritona oturmustur. Facies
medialis, dig yiize oranla daha konvekstir. Bu ylizii infundibulum tubae uterina ile
ortiiliidiir. Arka kenari, serbest halde olmasi nedeniyle, margo liber olarak adlandirilir.
Bu kenar 6n kenara oranla daha konvekst ve kiinttiir, iireter ile komsudur. On kenarina,
mesovarium tutunmasindan dolayi, margo mesovaricus olarak adlandirilir. Arka kenara
kiyasla daha ince olan 6n kenarda, hilum ovarii bulunmaktadir ve arteria umbilicalisin
art1g1 ile komsudur. Ligamentum latum uterinin bir bolimi olan mesovarium bu kenara
tutunur. Mesovariumun iki yapragi arasinda damar ve sinirler bulunmaktadir ve bunlar,
hilum ovariiden ovariuma girer ve ¢ikarlar. Tube uterina, dnce margo mesovaricus
tizerinden bir kavis yaparak gecer ve daha sonra extremitas tubarianin {izerinden
kivrilarak margo libere ve buradan da facies medialise dogru gelir (Arinct ve Elhan,
2020).



Ovaryumu en distan tek katli yass1 epitel yapisinda, diiz ve parlak olan bir periton
orter. Ancak erigkinlikte ovaryumun peritonunun yapisi degisir ve germinal epitel denilen
tek katl kiibik epitel ile kaplanir ve mat-gri renge doner. Erigkinlerde, ovaryumlar1 6rten
normal bir periton bulunmaz ¢iinkii eriskinlerde de normal periton yapist korunsaydi
ovum, saglam olan normal peritonu delerek disar1 ¢ikamazdi. Bu epitel tabakasinin
altinda, tunica albuginea ad1 verilen kalin bir tabaka bulunur. Bu tabaka yas ilerledikce
kalinlagsmaktadir. Tunica albuginea i¢inde ovariumun esas yapisini olusturan stroma
ovarii bulunur. Stroma ovarii, korteks ovarii ve medulla ovarii olarak adlandirilan farkli
iki kisimdan olusur. Korteks ovarii, dis kisimda bulunur ve hilum ovarii harig, ovaryumun
her tarafin1 bir kabuk gibi sarar. Bu boliim igindeki bag dokular1 arasinda, gesitli gelisme
evrelerinde bulunan follikiiller i¢erir. Medulla ovarii, i¢ tarafta yer almaktadir ve korteks
ovarii’ye oranla daha gevsek bir yapidadir. Medulla ovarii’den gelen bag dokusu
uzantilar, hilum ovarii’de damarlarin etrafindaki bag dokusuyla devam eder. Hilum
ovarii’den igeriye giren damarlarin ¢ogu, korteks ovarii’de dagilir ve burada gelisen

follikiiller etrafinda kapiller aglar olustururlar (Arinct ve Elhan, 2020).

2.2. Over Embriyolojisi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, her ne kadar ovumu doélleyen
sperm c¢esidiyle, fertilizasyon sirasinda belirleniyor olsa da embriyonik 7. haftaya kadar
erkek ve disi morfolojik karakteristikleri gelisime baslamazlar. Erken donemde genital
sistem iki cinste de birbirine benzemektedir. Bu sebeple genital sistemin gelisiminin
baslangi¢ donemi “seksiiel gelisimin farklilanmamis safhasi” seklinde isimlendirilir.
Posterior abdominal duvarin mezotel dosesi (mezodermal epital), altindaki mezensim
(embriyonik bag dokusu) ve primordial germ hiicreleri olmak tizere gonadlar (testisler ve

overler), ti¢ kaynaktan koken almaktadirlar (Moore,2016).

Gonodal gelisimin ilk evreleri 5. haftada ortaya ¢ikar ve mezonefrozun
medialinde, mezotelde bir kalinlagma goriiliir. Bu epitelin ve altindaki mezengimin
proliferasyonuyla mezonefrozun medialinde bir kabariklik olusur. Parmak seklindeki
primer seks kordonlar1 olarak adlandirilan epitelyal kordonlar altindaki mezensim
igerisine dogru kisa zamanda biiyiirler. Simdi farklilanmamis gonad, dista yer alan bir
korteks ve i¢te bulunan bir medulla’dan olusmaktadir. Embriyo XX cinsiyet kromozom

kompleksine sahip olursa, farklilanmamis gonadin korteksi overe differensiye olarak



medullasi geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksine sahip olursa, medulla testise

farklanir ve korteks birtakim kalintilar digsinda gerileyerek dejenere olur (Moore,2016).

Nispeten genis ve sferikal primitif seks hiicreleri 4. haftanin basinda yolk kesesi
duvarinda, allantoisin baslangicina yakin konumda, endodermal hiicrelerin arasinda
belirir. Embriyonun katlanmalar1 esnasinda, yolk kesesinin dorsal pargasi embriyo
icerisine katilir. Bu esnada, primordial germ hiicreleri, arka barsagin dorsal mezenteri
boyunca, gonadal kabartilara dogru gog¢ ederler. 6. hafta esnasinda primordial germ
hiicreleri altindaki mezensim igerisine girerek primer cinsiyet kordonlarina katilirlar
(Moore,2016).

Kromozomal ve genetik cinsiyet fertilizasyonla saglanir ve X kromozomuna sahip
ovum’un X veya Y kromozomuna sahip bir sperm ile dollenmesine baghidir.
Geligsmekteki gonadlar XX ve XY kromozom kompleksini edinirler. 7. haftadan 6nce her
iki cinste de gonadlarin goriiniimii benzemektedir. Bu nedenle “farklilanmamis gonadlar”
seklinde isimlendirilirler. Erkek fenotipinin gelisimi i¢in Y kromozomu gerekmektedir,
ancak kromozomun sadece kisa kolu cinsiyet belirleme i¢in 6nemlidir. Testis belirleyici
faktor (TDF) igin ihtiyag duyulan SRY geninin, Y kromozomunun cinsiyet belirleyici
bolgesinde konumlandigi tespit edilmistir. Disi fenotipinin gelismesi igin ise iki X
kromozomuna ihtiya¢ vardir. X kromozomunda bulunan bir seri gen ve bdlgesinin

cinsiyetin belirlenmesinde 6nemli rolleri vardir (Moore,2016).

Y kromozomunun, farklilanmamig gonadin medullasinda testis belirleyici etkisi
bulunmaktadir. Y kromozomu ile diizenlenmekte olan testis belirleyici faktor (TDF),
testikiiler farklilagmada gorev almaktadir. Primer cinsiyet kordonlari, bu organizator
faktoriin etkisiyle, seminifer tiibiillere farklilasirlar. Y kromozomunun yoklugu over
gelisimiyle sonuglanmaktadir. Sonugta, cinsiyet kromozom kompleksinin tiiri,
fertilizasyon ile saglanir. Bu da farklilanmamis gonadin hangi yonde gelisecegini belirler.
Daha sonra dis genitallerde ve genital duktuslarda olusacak seksiiel farklilasmay1, mevcut
olan gonadin tiirii belirlemektedir. Fetal testislerde iiretilen testosteron, erkekligin
belirleyicisidir. Diside ise primer seksiiel farklilasma hormonlarla iligkisi yoktur.
Overlerin yoklugunda bile disiligin olusabilmesi nedeniyle hormonal etkinin roli

olmadig goriiliir (Moore,2016).



Disi embriyolarinda gonad gelisimi yavas olmaktadir. X kromozomlarinda
ovarian gelisim i¢in genler bulunur. Ovarian organogenezde otozomal bir genin de gorev
aldig1 belirlenmistir. Overler histolojik olarak 10. haftaya kadar segilemezler. Primer
cinsiyet kordonlar1 belirgin degildirler. Medulla igerisine dogru girerler, rudimenter bir
yap1t olan rete ovarii’yi olustururlar. Olusan bu yapi1 ve primer cinsiyet kordonlari
(kortikal kordonlar), erken fetal periyotta overin yiizey epitelinden koken alarak altta
bulunan mezensimin igerisine girerler. Bu epitel mezotelden koken almaktadir.
Primordial germ hiicreleri, kortikal kordonlarin biiytikliikleri arttifinda onlarin iglerine
girer. Takriben 16. haftada, bahsedilen kordonlar hiicre topluluklarina pargalanirlar ve
olusan her bir primordial follikiil, primordial germ hiicrelerinden kdken alan bir
oogoniuma sahip olur. Oogoniumlar, primer cinsiyet kordonlarindan gelisen, tek tabakali
yass1 folikiiler hiicreleriyle ¢evrelenmislerdir. Fetal yasam esnasinda, oogoniumlarda
olusmus olan aktif miyoz neticesinde, overlerde binlerce primordial folikiil olusur
(Moore,2016).

Postnatal donemde oogonium olusumu gerceklesmez. Dogumdan 6nce cogunlugu
dejenere olsa da dogumdan sonra yaklasik iki milyon primer oosit kalmaktadir.
Dogumdan sonra overin yiizel epiteli diizlesir ve hiicreler tek tabakali duruma gegerler.
Over hilumunda, periton mezoteli ile devamlilik kazanirlar. Overin Yyiizey epiteli,
korteksdeki folikiillerden, tunika albuginea olarak isimlendirilen, ince bir fibroz kapsiille
ayrilir. Overler, gerileyen mezonefrozdan ayrilarak, mezentere sahip mesovarium ile
baglanirlar (Moore,2016).

2.2.1 Overlerin Inisi

Overler, posterior abdominal duvardan pelvise inerler. Organlar pelvis kenariin
hemen inferiorunda yerlesirler. Gubernakulum, bu organa tuba uterinalarin uterusa
baglanma yerlerine yakin kisminda yapisir. Gubernakulumun, kranial parcasi ovarian
ligament, kaudal parcasi ise uterusun yuvarlak ligamentini (round ligamenti) olusturur.
Yuvarlak ligament ingunial kanallardan gecerek, labia majora igerisinde sonlanir.
Disilerde nispeten daha kii¢lik bir processus vaginalis olusur ve ¢ogunlukla da oblitere
olarak dogumdan uzun zaman 6nce kaybolur. Eger kalic1 olursa “Nuck kanal1” ismini alir

(Moore,2016).



2.3 Over Histolojisi

Ovaryumlar, disi iireme organ1 ovum ile birlikte progesteron ve Ostrojen gibi disi
cinsiyet hormonlarinin tiretiminden sorumludur (Kurus, 2020). Pembemsi beyaz renkte,
3 cm uzunlugunda, 1,5 cm genisliginde ve 1 cm kalinligindadir. Ovaryumlar mezovaryum
denilen peritoneal katlanti tarafindan, broad ligamentin posterior yiizeyine baglanir.
Ovaryumun siiperiyor kutbu, kan damarlarin1 ve sinirlerini bulunduran suspensor
ligament tarafindan pelvis duvarina baglanir. Inferiyor kutbu ise gubernakulumun bir
kalintis1 olan ovaryan ligament ile uterusa baglanir. Gubernakulum gelismekte olan
gonad1 pelvisin tabanina baglamakla gorevli embriyonik fibréz bir kordondur (Ross ve
Pawlina, 2014). Ovaryumlarin dis yiizi puberteden once diiz iken puberteden sonra
tekrarlanan ovulasyonlar nedeniyle piiriizlii bir goériiniime sahip olur (Kurus, 2020; Ross

ve Pawlina, 2014).

Germinal epitel olarak bilinen hiicresel tabaka ovaryumun ylizeyini tek katli kiibik
baz1 yerlerde ise tek katli yassi epitel ile doser. Germinal epitel terimi 6nceden bu
bolgenin embriyonik gelisim sirasinda germ hiicresi olusum bdlgesi oldugunun
diistiniilmesinden dolayr sdylenen bir terimdir. Glinlimiizde ise, primordiyal germ
hiicrelerinin (hem diside hem de erkekte) ekstragonadal kokenli oldugu bilinmektedir.
Primordial germ hiicreleri embriyonik yolk kesesinden ilerleyerek embriyonik gonadin
korteksinin i¢ine go¢ edip burada farklilasip, ovaryumun farklilagsmasini da indiikledikleri
bilinmektedir. Germinal epitel ile korteksin arasinda tunika albuginea yer almaktadir
(Ross ve Pawlina, 2014). Ovaryumlarmn dis kismi periton ile kaplidir ancak bu periton
puberteden itibaren tek katmanli yassi epitelden kiibik epitele kadar degisimlere ugrar.
Bu tabakanin hemen altinda tunica albuginea adi verilen ve kolajen liflerinden zengin bir
tabaka yer alir. Ovaryumun esas dokusu tunika albuginea’nin altinda bulunur (Kurus,
2020). Bu doku dista korteks ve igte medulla olmak tizere iki kisma ayrilir. Medulla,
medullar bolge olarak adlandirilmaktadir ve ovaryumun merkezinde bulunur. Gevsek bag
dokusu, nispeten biiyiik kivrimli kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirlere sahiptir.
Korteks, kortikal bolge olarak da adlandirilir ve ovaryumun periferinde, c¢ekirdegi
cevreleyen bolgede bulunur. Korteks farkli derecelerde gelisim gosteren ovaryum
folikiilleri ve bunlarin arasinda bulunan zengin bir seliiler igerir. Folikiillerin etrafinda

bulunan stromada dagmik bir sekilde diiz kas lifleri yer alir. Medulla ile korteks



arasindaki sinir belirsizdir, kesitlerde belirgin bir ¢izgiyle ayrilamazlar (Kurus, 2020;

Ross ve Pawlina, 2014).

Ovaryum folikiileri oositleri i¢in uygun bir mikrogevre saglamaktadir. Cesitli
boyutlarda olan ve her biri tek bir oosit igeren ovaryum folikiileri korteksin stromasina
dagilmis halde bulunurlar. Oositin gelisim evresini gosteren ise folikiiliin boyutudur

(Ross ve Pawlina, 2014).

Oogenezin erken evreleri fetal yasamda gerceklesir ve mitotik bdliinmeler
oogonyumlarin sayisini arttirir. Dogumda mevcut olan oositlerin gelisimin ilk mayotik
boliinmesi asamasinda duraklamistir. Folikiiller puberteyle birlikte kiigiik gruplar
seklinde siklik biiyiimeye ve maturasyona ugrarlar. Menarstan genellikle bir yil ya da
daha fazla siire sonra ilk ovulasyon gergeklesir. Normalde her menstrual siklusta bir oosit
olgunluga ulasir ve ovaryumdan birakilir (Ross ve Pawlina, 2014). Dogum sirasinda
yaklagik 1-2 milyon primordiyal folikiil ovaryumda bulunur, fakat bunlarin ¢ogu
olgunlagsmasini tamamlayamaz ve bazilar1 atreziye ugrar (Gartner, 2017; Ross ve
Pawlina, 2014). Erken fetal yasamin besinci ayinda baslayan bu siirece oositi ¢evreleyen
hiicrelerin apopitozu aracilik eder (Ross ve Pawlina, 2014). Menarsta, her iki ovaryumda
yaklagik 400.000 folikiil bulunur ve dogurganlik siirecinde yaklagik 400 tanesi graaf
folikiil sathasina ulagabilirken kalan folikiiller atreziye ugrayarak dejenere olur. Atreziyle
birlikte primer oosit sayist logaritmik olarak azalir ve fetusta bulunan ve 5 milyon olan

oosit sayisinin dogumla birlikte %20'sinden az1 kalir (Kurus, 2020).

2.3.1. Folikiil Gelisimi

Histolojik olarak folikiil gelisim evresine gore 3 temel ovaryum folikiili
tanimlanmistir. Bunlar;

* Primordiyal folikiiller.

* Primer ve Sekonder (biiyiimekte olan folikiiller)

* Olgun folikiil veya Graaf folikiilleri

Gonadotropin stimiilasyonundan bagimsiz bir sekilde gelisen, folikiil gelisiminin
en erken evresi olan primordiyal folikiiller, fetal gelisimin 3.-4. aylarinda ortaya ¢ikar

(Esrefoglu, 2009; Kurus, 2020; Ross ve Pawlina, 2014).
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Primordiyal folikiiller gelismis bir ovaryumda korteks stromasinda, tunika
albugineanin altinda bulunurlar. Ovaryum folikiilii, bir veya daha fazla folikiil hiicresi ya
da graniiloza hiicresi katmaniyla ¢evrelenmis bir oosite sahiptirler. Oositi yassi folikiil
hiicreleri tek bir tabaka seklinde cevreler. Folikiil hiicrelerinin dis yiizeyi bir bazal
laminayla c¢evrilidir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Ross, 2014). Oosit ve onu
cevrelemekte olan folikiil hiicreleri birbirlerine sikica yaklasmislardir (Ross ve Pawlina,
2014). Folikiiliin igindeki oosit yaklagik 30 mikron ¢apinda, bir ya da daha fazla
niikleoluslu ve ince dagilmis kromatinli hiicrelerdir (Esrefoglu, 2009; Gartner, 2017; Ross
ve Pawlina, 2014). Ooplazma adi verilen Oositin sitoplazmasi golgi membranlarini ve
vezikiillerinin, lizozomlarin, endoplazmik retikulumun, bir¢ok mitokondriyonun birlikte
olusturdugu bir kiime olan balbiani cisimcigi icermektedir. Kiire seklinde, kiiglik
boyutlarda mitokondriyonlarla birlikte ¢ok sayida kiiciik vezikiil sitoplazmada dagilmis
halde bulunan insan oositleri, bir niiklear zarf kesitleri dizisi olan aniiler lameller igerirler.
Dizideki her tabaka por yapilarina sahiptir ve bunlar da morfolojik olarak niiklear porlarin

yapisiyla aynidir (Ross ve Pawlina, 2014).

mitokondrion

hucreler | [V,

annulat
lameller

Kaynak: Ross ve Pawlina, 2014. a) Primordiyal folikiiliin sematik gosterimi. Primordiyal folikiil
icerisindeki oosit I. mayotik boliinmenin profaz evresinde duraklamistir. Oosit tek tabakali ve yassi
folikiil hiicreleriyle sarilmigtir. Hiicrelerin dig yiizii bazal laminayla bag dokudan ayrilmaktadir. b)
Primordiyal folikiiliin fotomikrografi. Oositin yassilasmis folikiil hiicreleriyle (FC) gevrelendigi
primordiyal folikiil gosterilmektedir. Genellikle oosit niikleusu (N) eksantrik konumlanmistir. Nukleusun
goriilmedigi oositler (X) belirtilmistir. Kesit nedeniyle yalnizca folikiil hiicrelerinin goziiktiigi durumlar
da olabilir (oklar). X640.

Sekil 2.1. Primordiyal folikiil

Biiylimekte olan folikiiliin gelisimindeki ilk evre, primer folikiil evresidir. Folikiil
biiytimesi, hipofizden salgilanmakta olan folikiil uyarict hormon (FSH) ile uyarilir. Oosit

bliylimesinin en hizli oldugu evre, oositin ¢apt maksimuma (125-150 pm) ulastig1
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folikiiler biiyiimenin birinci evresidir. Primordiyal folikiil, biiylimekte olan folikiile
doniistiigli zaman oositte, folikiil hiicrelerinde ve komsu stromada degisimler olur. Bu
evrede folikiil hiicrelerinin kiibik hal almasiyla folikiile artik primer folikiil denir
(Junqueira ve Carneiro, 2006; Kurus, 2020; Ross ve Pawlina, 2014). Ekstraseliiler bir ortii
olan zona pellusida, oosit biiyiirken 6zel olarak salgilanan proteinlerin bir araya
gelmesiyle olusur. Zona pellusida, oosit ile folikiil hiicrelerinin arasinda yer alir.
Insanlarda bulunan zona pellusida, ZP-1 (80- 120 kDa), ZP-2 (73 kDa), ZP-3 (59-65 kDa)
olarak isimlendirilen, siilfatli ii¢ asidik zona pellusida (ZP) glikoproteinleri sinifindan
meydana gelmektedir. Bu glikoproteinler arasinda en 6nemlisi ise spermatozoa-baglanma
reseptorii olan, akrozom reaksiyonu indiikleyicisi olarak gorev yapan ZP-3'tiir (Ross ve
Pawlina, 2014). Zona pellusida oosit takriben 50-80 um ¢apina eristiginde ve etrafi tek
tabakal1 kiibik veya prizmatik folikiil hiicreleri tarafindan cevrelendiginde goriilmeye
baslar (Esrefoglu, 2009; Ross ve Pawlina, 2014). Zona pellusidanin sentezinde oositlerin
ve folikiil hiicrelerinin gorev aldigi diisiiniilmektedir (Junqueira ve Carneiro, 2006).
Folikiil hiicreleri hizli bir sekilde mitotik ¢cogalmayi siirdiiriir ve oositi ¢evreleyen ¢ok
katl bir epitel olustururlar. Bu epitel stratum graniilozum (membrana graniiloza), folikiil
hiicreleri ise artik graniiloza hiicreleri olarak adlandirilir (Ross ve Pawlina, 2014). Folikiil
hiicreleri prolifere olarak tek katli kiibik hiicre katmani olustururlar. Bu evredeki folikiile,

tek katmanli primer folikiil denilmektedir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Tek katli, kiibik hiicre katmani olusturduklar1 evredeki folikiil, tek katmanl
(tinilaminer) primer folikiil olarak isimlendirilir. Folikiil hiicreleri cogalmay: siirdiirerek
cok katl folikiiler epiteli veya graniiloza tabakasini olustururlar. Bu evredeki folikiil cok
katmanli (miiltilaminer) primer folikiil veya preantral folikiil seklinde isimlendirilir
(Junqueira ve Carneiro, 2006). Bazal lamina, prizmatik duruma gelmis olan folikiil
hiicrelerinin en disindaki tabakasiyla bag dokusu yapisindaki stroma arasindaki
konumunda bulunmaya devam etmektedir. Folikiilin bilylimesi esnasinda graniiloza
hiicrelerinin arasinda yaygin gap junction baglantilari olusur. Testisteki sertoli
hiicrelerinda oldugu gibi graniiloza hiicrelerinin bazal tabakasi1 karmagik sik1 baglantilar
(zonula okludensler) bulunmamaktadir ve bu durum, kan-folikiil bariyerinin olmadiginm
gosterir. Folikiiliin ve ovumun gelisiminin saglanabilmesi i¢in besinlerin ve kii¢iik bilgi
makromolekiillerinin kandan folikiil sivisinin igine ge¢mesi gerekir (Ross ve Pawlina,
2014). Graniiloza hiicrelerinin proliferasyona ugramasiyla folikiiliin ¢evresinde bulunan

stromal hiicreler, bazal laminanin disinda bir bag dokusu hiicreleri kilifi olusturlar ve
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olusan kilif teka folikiilii olarak adlandirilir. Teka folikiilii daha sonra teka interna ve teka
eksterna olarak farklilasir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Ross ve Pawlina, 2014). Teka
interna, kan damarlarindan zengindir ve kiibik salgi hiicrelerine, fibroblastlar ve kollajen
demetlere sahip olan bir i¢ tabakadir. Hiicreleri ¢ok sayida luteinizan hormon (LH)
reseptOrlerine sahiptir ve LH uyarimina cevap olarak, Ostrojen prekiirsorleri olan
androjenleri sentezleyip, salgilarlar (Ross ve Pawlina, 2014). Sentezlenen bu androjenler
graniiloza hiicrelerine gonderilir ve buradaki hiicreler, folikiil uyarict hormonun etkisiyle
dstrojene doniistiiren aromataz enzimini salgilar. Ostrojen, folikiilii sarmalayan stromaya
doner, kan damarlariyla kana gegerek, tiim viicuda yayilir (Junqueira ve Carneiro, 2006).
Teka eksterna, kollajen fiberi demetleri ve temel olarak diiz kas hiicreleri igeren dis bag
dokusu hiicreleri tabakasidir (Ross ve Pawlina, 2014). Tekanin tabakalar1 ve teka
eksternayla onu g¢evrelemekte olan stroma arasindaki sinirlar ayirt edilebilir degildir.
Buna karsilik hiicrelerinin morfolojik acidan farkli olmasindan ve aralarinda kalin bir
bazal membran bulunmasi sebebiyle teka interna ve graniiloza tabakasi arasindaki sinir

belirgindir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Ross ve Pawlina, 2014).

Oositin  olgunlagmasi primer folikiilde ger¢eklesmektedir ve olgunlastik¢a
organellerin dagilimi1 da degismektedir. Tek bir balbian cisimciginden kdken almig olan
cok sayidaki golgi elementi sitoplazmaya yayilir. Serbest ribozomlarin,
mitokondriyonlarin, kiigiik vezikiillerin, multivezikiiler cisimciklerin sayisi ile graniillii
endoplazmik retikulumun (gER) miktarinda artis olur. Seyrek lipid damlaciklar1 ve
lipokrom pigment kiitleleri de gozlemlenebilir. Memeliler de dahil olmak iizere bir¢ok
tiiriin oositleri, oolemmanin (oositin plazma membrani) altinda bulunan ve kortikal grantil
olarak bilinen 6zellesmis salgi vezikiilleri bulundururlar. Bu graniiller, ovum sperm
tarafindan aktive edildiginde ekzositoz ile serbest hale getirilen proteazlar

igcermektedirler (Ross, 2014 ve Pawlina).

Cok sayidaki diizensiz mikrovillus oositten perivitellin aralifina dogru uzanir.
Perivitellin aralik zona pellusida biriktirilirken oositle onu sarmalayan graniiloza
hiicreleri arasinda bulunur. Perivitellin bosluk, zona pellusidada biriktirilirken oosit ile
onu ¢evrelemekte olan graniiloza hiicreleri arasinda yer alir. Graniiloza hiicrelerinde
olusan ince uzantilar oosite dogru uzanir, bazilari oositin mikrovilluslaryla i¢ ice

gecerken bazilar1 da oositin plazma membraninin igerisine dogru invajine olur. Bu
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uzantilar plazma membraniyla temas edebilirken hiicrelerin arasinda sitoplazmik

devamlilig1 saglayamazlar (Ross ve Pawlina,2014).

folikul stromal

Kaynak: Ross ve Pawlina, 2014. a) Primer folikiiliin sematik ¢izimi. Bu evrede oosit ve
folikiiler hiicreler arasinda zona pelusida olusumuna énem verilmelidir. Biiyiiyen oositi tek tabaka, kiibik
folikiil hiicreleri ¢evrelemektedir. b) Primer folikiiliin fotomikrografi. Oositi gevreleyen belirgin folikiil
hiicre tabakasina dikkat edilmelidir (FH). X640.

Sekil 2.2. Primer folikiil

Stratum graniilozum tabakasi kalinlasip 6-12 hiicre tabakasi kalinliina eristiginde
graniiloza hiicreleri arasinda sivi dolu bosluklar belirir. Graniiloza hiicreleri arasinda
bulunan likor folikiili denen, hyaluronan bakimindan zengin bir sivi olan likor folikiili
biriktik¢ce bosluklar birlesir ve antrum adi verilen tek bir bosluk olusur. Bu evredeki
folikiile ise “sekonder” veya “antral” folikiil ismini verilir. Eksantrik olarak yerlesmis
olan oosit biiyilyemez, yaklasik olarak 125 pm ¢apinda kalir. Biiyiime inhibisyonu 2 kDa
biiytikliigiindeki, graniiloza hiicreleriyle antral siviya salgilanan bir peptid olan “Oosit
Olgunlasma Inhibitorii” (OMI) tarafindan saglanir. Sekonder folikiiliin biiyiikliigii ve
OMI konsantrasyonu arasinda dogrudan bir iliski bulunmaktadir. Yogunluk olgun
folikiillerde en diisiik, kiiglik folikiillerde ise en yiiksektir (Ross ve Pawlina, 2014; Syrop,
Willhoite ve Van Voorhis, 1995).
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Kaynak: Ross ve Pawlina, 2014. a) Graniiloza hiicreleri arasinda kiigiik sivi dolu bosluklarinin
birlesmesi sonucu ortaya ¢ikan antral folikiiliin gematik ¢izimi. Aktif sekilde biiyiiyen folikiil igerisinde
hiicre boliinmesi gergeklestiren bir¢ok folikiil hiicresi bulunur. Bu evrede Call-Eksner cisimcigi olusur.

Teka interna hiicreleri iyi damarlanmuis, steroid hormon tireten hiicrelere doniisiirler. Teka interna, stromal
hiicrelerden olusmus Teka eksterna ile gevrelenmis durumdadir. b) Sekonder folikiiliin fotomikrografi.
stratum granulosum (GC) igerisinde yer alan ve Folikiil stvisiyla dolu olan antrum (A). X85.

Sekil 2.3. Sekonder folikiil

Sekonder folikiiliin boyutu biiytlidilkge antrum da genisler. Stratum graniilozum,
oositle iligkili oldugu yere oranla bu bdolgenin disindaki yerlerde nispeten esit
kalinliktadir. Graniiloza hiicreleri oosit ile iligkili oldugu yerde ve antruma dogru ¢ikinti
olusturan bir tiimsek yaparlar ve bu kumulus ooforus olarak adlandirilir. Oositi kumulus
ooforus hiicreleri korona radiata olarak adlandirilir. Bu hiicreler zona pellusidaya
mikrovilluslar gonderirler ve bu mikrovilluslar gap junctionlar araciligiryla oositin
mikrovilluslart ile baglanti saglarlar. Folikiillerin olgunlagmasi sirasinda serbest antral
yiizeydeki LH reseptor sayisiyla yakindan iliskili olarak graniiloza hiicrelerinin yilizey
uzantilarinin sayisinda artis olur (Esrefoglu, 2009; Ross ve Pawlina, 2014). Graniiloza
hiicrelerinin arasinda PAS pozitif, koyu boyanan ve Call-Exner cisimcikleri denilen
ekstraseliiler materyal goriilebilir ve hyaluronan ve proteoglikanlar icermekte olan bu

cisimcikler graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanir (Ross ve Pawlina, 2014).

Graaf folikiilii seklinde de adlandirilan olgun folikiiliin ¢ap1 yaklasik 10 mm ya da
daha fazla olabilmektedir ve i¢inde olgun sekonder oositi icermektedir. Boyutundan
biiyilk olmasi nedeniyle ovaryum Kkorteksinin kalinligi boyunca uzanir, ovaryumun
ylizeyinde ¢ikinti yapar. Folikiil maksimum biyiikliige yaklastikca graniiloza

hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalmaya baglar. Stratum graniilozum tabakasi antrumun
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boyutundaki artigla birlikte incelir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Ross ve Pawlina, 2014).
Graniiloza hiicrelerinin arasindaki bosluk genisledikce oosit ve kumulus hiicreleri ile geri
kalan graniiloza hiicreleri arasindaki yakinlik gevser, ovulasyona hazirlanilir. Oositin
¢evresinde yer alan kumulus hiicreleri korona radiatanin tek hiicre tabakasini meydana
getirir. Bu hiicreler ve onlara gevsekce bagli haldeki kumulus hiicreleri ovulasyonda oosit

ile kalirlar (Ross ve Pawlina, 2014).

bazal laming teka  1eka granuloza hucreleri
 eksterna jyema
\ / korona radiata

antrum |

cumulus
ooforus

Kaynak: Ross ve Pawlina, 2014. a) Kumulus ooforusa gémiilmiis haldeki oositi i¢eren, genis
antruma sahip, olgun Graaf folikiiliiniin sematik ¢izimi. Kumulus ooforus hiicreleri oositin ¢evresinde
bulunmaktadir. Ovulasyon sonrasi oositle birlikte kalarak korona radiata seklinde isimlendirilirler. b)

Graaf folikiiliiniin fotomikrografi. Sivi dolu boslugun biiyiimesi (A) ve oositin etrafini sarmis olan
kumulus ooforus (CO) hiicre varlig1 6nemlidir. Liimeni saran diger hiicreler graniiloza tabakasini
olusturur. X45.

Sekil 2.4. Tersiyer (Graaf) folikiil

Teka tabakalari, folikiil olgunlagsmasimin bu asamasinda daha goriiniir duruma
gelir. Teka interna hiicrelerinin sitoplazmalarinda lipid damlaciklari belirir. Bu hiicreler,
steroid iireten hiicrelerle ayn1 ultrastriiktiirel 6zelliklere sahiptirler. insanlarda LH, teka
internay1 androjenleri salgilamak iizere stimiile eder. Androjenlerin bazilar1 graniiloza
hiicreleri igerisindeki graniilsiiz endoplazmik retikuluma tasinir. Graniiloza hiicreleri
FSH'a cevap olusturarak, androjenlerin strojenlere doniisiimiinii katalizler. Ostrojenler
ise prolifere olup folikiiliin biiyiikliigiinii arttirmak amaciyla graniiloza hiicrelerini
uyarirlar. Adenohipofizden FSH ya da LH saliverilmesindeki artis ovulasyondan yaklasik
24 saat Once indiiklenir. Graniiloza hiicrelerindeki LH reseptorleri, LH'In ani artigina

cevap olarak azalir, bundan sonra graniiloza hiicreleri LH'a cevap olarak Ostrojen
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tiretmezler. Bu ani artis ile tetiklenen primer oositin birinci mayotik boliinmesi kaldigi
yerden devam eder. Bu olay, LH'in ani artisindan 2- 24 saat sonra meydana gelir ve
sonucunda sekonder oosit ile birinci kutup cisimciginin olusur. Graniiloza ve teka

hiicreleri luteinizasyona ugrayarak, progesteron iiretirler (Ross ve Pawlina, 2014).

2.3.2. Ovulasyon

Ovulasyon, sekonder oositin graaf folikiiliinden atildigi, sekonder bir oositin
salinmasina ile sonuglanan hormon aracili bir siiregtir. Ovulasyona ugrayacak olan
folikiil, mentruel siklusun ilk giinlerinde birkac¢ primer oositten olusmus olan bir grup
icerisinden seg¢ilir. Olgun folikiiliin gelismesiyle LH un pik yapmasi sonucu primer oosit
I. mayozunu tamamlayarak sekonder oosite doniisiir ve ovaryum yiizeyinde stigma
noktasindan ovulasyonu gerceklesir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Kurus, 2020; Ross ve
Pawlina, 2014). Oosit, ovulasyon esnasinda germinal epitel de dahil olarak tiim folikiiler
duvar1 gecer. Menstual siklusun ortasinda sekonder oositin atilmasinda folikiiler sivinin
basinci ve hacminde artis, folikiil duvarinin aktive olan plazminojen tarafindan enzimatik
proteolizisi, oosit-kumulus kompleksi ile stratum graniilozum arasinda hormonal bir
yonlendirmeyle glikozaminoglikanlarin biriktirilmesi, teka eksterna tabakasinda bulunan
diiz kas liflerinin prostaglandinlerle uyarilarak kasilmasi gibi hormonal degisiklikler ve

enzimatik etkiler sorumludur (Junqueira ve Carneiro, 2006; Ross ve Pawlina, 2014).

Ovulasyon 6ncesi folikiil ¢ikintisinin {izerinde bulunan ovaryan yiizeyin kiigiik bir
yerinde kan akimi durur. Germinal epitelin makula pellusida ya da folikiiler stigma olarak
da bilinen bu boliimii yiikselir ve riiptiire olur. Korona radiata ve kumulus ooforus
hiicreleri ile ¢evrelenmis olan oosit, riiptiire olan folikiilden atilir. Ovulasyon esnasinda
tuba uterinanin fimbriyalar1 ovaryumun yiizeyine yaklasarak oositi igermekte olan
kumulus kiitlesi fimbriyalar tarafindan tuba uterinanin abdominal ostiumuna dogru
hareket ettirilir. Kumulus kiitlesi fimbriyaya sikica tutunarak tuba uterinayr doseyen
silyumlu hiicrelerle aktif bir sekilde taginir. Sekonder oosit ovulasyon sonrasinda yaklasik
24 saat canli kalir. Bu asamada fertilizasyonun ger¢eklesmedigi durumda sekonder oosit
tuba uterinadan gecerken dejenere olur (Junqueira ve Carneiro, 2006; Ross ve Pawlina,
2014).

Olgun folikiilde rediiksiyon boliinmesi tamamlandiginda, primer oositin her bir

kardes hiicresi esit miktarda kromatin igerirken kardes hiicrelerden biri daha fazla
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sitoplazmaya sahiptir ve sekonder oosit olur. Diger kardes hiicre ise az miktarda
sitoplazma alir ve birinci polar cisim olur (Junqueira ve Carneiro, 2006; Ross ve Pawlina,
2014). Sekonder oosit, birinci mayotik boliinme tamamlandiktan sonra ikinci mayotik
boliinmeye baglar ve ovulasyondan hemen 6nce ikinci mayotik boliinmenin metafazinda
arreste ugrar. Metafazda arrete ugrayan bu boliinme yalnizca, sekonder oosit bir
spermatozoon araciligtyla penetre edildiginde tamamlanir. Sekander oosit, fertilizasyon
geceklesince ikinci mayotik boliinmeyi tamamlayinca 23 kromozom seti igeren maternal
proniikleuslu olgun ovum meydana gelir. Bu boliinme sonucu olusan diger hiicre ise
ikinci polar cisim (ikinci kutup cismi) olarak adlandirilir. Insanda ovulasyondan sonra
birinci polar cisim 20 saatten fazla persiste kalir ve boliinmez. Boylece, fertilize olmusg
ovum iki polar cisim olan diploid birinci polar cisim ve haploid ikinci polar cisimin

goriilmesi ile belirlenebilir (Ross ve Pawlina, 2014).

Prnmordial follicie

! Primordial Follicular cell
Primary follicle v, /4 follicle Oocyte
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Theca externa
Graafian Theca interna
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follicle
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Discharged
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Kaynak: Gartner, 2007

Sekil 2.5. Folikiil gelisiminin evreleri, ovulasyon ve ovulasyon sonrasi
degisikliklerin sematik gosterimi
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2.3.3. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonrasi kalan, folikiiliin graniiloza ve teka interna hiicrelerinden
meydana gelen folikiil duvari, derin katlantilar yaparak korpus luteuma (sar1 cisim) ya
da luteal bez seklinde isimlendirilen gegici bir igsalgi bezi olusturmak igin tekrar
diizenlenir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Ross ve Pawlina, 2014). Ik olarak, teka
internadaki kapillerlerden folikiiliin liimenine dogru gergeklesen kanama, merkezi bir
piht1 olusturur ve bu korpus hemorojikum olarak adlandirilir. Graniiloza ve teka interna
tabakasindaki hiicreler luteinizasyon denilen bir siiregle birlikte graniiloza lutein ve teka
lutein hiicrelerine farklilasir. Morfolojik degisiklikler gegiren bu luteal hiicrelerin
boyutlarinda artis meydana gelir ve yag damlaciklari ile dolarlar (Kurus, 2020; Ross ve
Pawlina, 2014).

Iki tip luteal hiicre tespit edilmistir:

Graniiloza lutein hiicreleri, hacimce bliylimilis olan graniiloza hiicreleridir.
Yaklasik olarak 30um capinda ve merkezi yerlesimli hiicrelerdir. Graniiloza lutein
hiicreleri biiyiiktir ve blylik vezikiiler g¢ekirdeklere sahiptirler. Bu hiicreler yag
damlaciklarindan dolay1 agik renkte boyanir (Eroschenko,2016; Junqueira ve Carneiro,
2006; Ross ve Pawlina, 2014).

Teka lutein hiicreleri, yaklasik 15um capinda, graniiloza hiicrelerine gore daha
kiicik hiicrelerdir. Teka interna tabakasinin hiicrelerinden kaynaklanan, periferik
yerlesimli hiicrelerdir ve daha koyu boyanirlar (Eroschenko,2016; Junqueira ve Carneiro,

2006; Ross ve Pawlina, 2014).

Korpus luteumun iginde zengin damar ag1 olusturmak tizere teka internadan ¢ikan
kan damarlar1 ve lenf damarlar1 hizli bir sekilde graniilaza tabakasina dogru biiyiimeye
baslar. Ovaryumun korteksinde bulunan, yliksek diizeyde vaskiilarize bu yap1 progesteron
ve Ostrojenleri salgilama fonksiyonuna sahiptir. Bu hormonlar uterusu ddseyen
endometriyumun biiylimesinde gorev alir. Bununla birlikte salgi aktivitesini uyararak
fertilizasyon  gergeklestiginde, gelismekte olan zigotun implantasyonu igin
endometriyumu hazirlarlar. Fertilizasyon gergeklesirse, korpus luteum biiyiimeyi

stirdiirerek progesteron ve Ostrojen tretmeye devam eder. Korpus luteumun hayatta
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kalmasini saglayan, implante embriyonun trofoblast hiicrelerinde tiretilmekte olan insan
koryonik gonadotropinin (hCG) uyarict etkisidir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Kurus,
2020; Ross ve Pawlina, 2014). Oositin fertilizasyonu ve embriyonun implantasyonu
gerceklesirse  korpus luteum, gebelik korpus luteumu olarak adlandirilir

(Eroschenko,2016; Junqueira ve Carneiro, 2006).

Fertilizasyon ve implantasyon gerceklesmedigi durumlarda korpus luteum, 14 giin
aktif kalir. Bu durumda korpus luteum menstruasyon korpus luteumu olarak adlandirilir.
Progestojenlerin ve dstrojenlerin salgilanma hizi, insan koryonik gonadotropin (hCG) ve
diger luteotropinlerin yoklugundan azalir. Ovulasyondan yaklasik 10-12 giin sonra
korpus luteum dejenere olmaya baslar (Eroschenko,2016; Junqueira ve Carneiro, 2006;
Kurus, 2020; Ross, 2014). Korpus luteum dejenere olur ve gebelik ya da menstruasyon
sonrasinda geriler. Hiicrelerin boyutlar1 kiigiilmeye baslar, lipid ile dolar ve otolize
ugrarlar. Onceki korpus luteumun dejenere hiicrelerinde intraseliiler hiyalin materyal
birikmesi sonucu korpus albikans meydana gelir. Korpus luteumun dejenere olan luteal
hiicre kiimelerinin yerini stromal bag dokusu alir. Korpus albikans ovaryumun
korteksinin derinlerine dogru gomiilerek birkag ay icerisinde yok olur (Junqueira ve
Carneiro, 2006; Kurus, 2020; Ross ve Pawlina, 2014).

Kaynak: Ross ve Pawlina, 2014. a) Korpus luteum, katlanmus folikiil duvarinda yer alan graniiloza ve
teka hiicrelerindenmeydana gelir. Graniiloza lutein hiicreleri 6nceki folikiil bogluguna (Cav) dogru kalin,
katlant1 yapmis bir tabaka olusturur. Katlantilarin i¢inde teka interna hiicreleri yer alir (oklar). X12 b)
Esas hiicre kiitlesi graniiloza lutein hiicrelerinden olusmustur (GLC). Bu hiicreler biiyiik, kiire sekilli
niikleus ve genis sitoplazmalara sahiptir. Teka lutein hiicreleri kiiresel niikleuslara sahiptir. Hiicreler
graniiloza lutein hiicrelerine oranla kiigiiktiir. X240.

Sekil 2.6. insan korpus luteumunun fotomikrografi
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2.4. Over Kanseri

Over kanseri ¢ok yiiksek mortalite oranina sahip jinekolojik bir kanserdir (Altinoz
ve Bilir, 2005). Over kanserinin genellikle ge¢ evrede teshis ediliyor olmasi bu
maligniteyi en Oliimciil jinekolojik kanser haline getirir (Huang vd., 2022). Over
kanserinin mevcut tedavisi, cerrahi ve kemoterapinin entegrasyonuna dayanmaktadir.
Son yillarda over kanseri tedavisi icin ¢esitli ilaclar gelistirilmis olmasina ragmen, yeni

ve daha etkili ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Patrycja, Erik ve Ewa, 2012).

Over kanseri biiylimesi ve metastazi, tiimoriin etrafinda ilerleyen, hiicreler
arasinda yapisal bozulmaya, hiicre yapismasina, hiicre gogiine, istilaya, ¢ogalmaya ve

yeni kan damar1 olusumuna yol agan bir dizi olaydan olusur (Ayla, Oktem ve Bilir, 2009).

2.4.1. Epidemiyoloji

Her yil Diinya ¢apinda 225.500 yeni over kanseri vakasi teshis edilmekte ve
bunlarin 140.200'i 6liimle sonuglanmaktadir (Matulonis vd., 2016). Over kanseri (OC),
diinyada kadinlar arasinda en sik teshis edilen yedinci kanserdir. Gelismis tilkelerde
9.4/100.000 insidansla ve 5.1/100.000 mortaliteyle en yiiksek ikinci jinekolojik
malignitedir (Gtizel vd., 2019).

2020 yilinda elde edilmis olan verilere gore, 313.000'den fazla yeni vaka ve
207.000'den fazla Oliimle; o©lim orant ve insidansi agisindan sekizinci sirada
bulunmaktadir (Huang vd.,2022; Sung vd., 2021). Over kanserinin diinya ¢apindaki
prevalans1 6nemli Olclide degisiklik gostermektedir; en yiiksek Bati Avrupa ve Kuzey
Amerika'da, orta diizeyde Gliney ve Dogu Avrupa ile Giiney Amerika'da ve en diisiik
diizeyde ise Orta Dogu ve Asya’dadir (Ali, Al-Ani ve Al-Ani, 2023). En diistik 6lim
orani Karayipler'de, Dogu Asya'da ve Giiney Afrika'da goriilmistiir (Huang vd.,2022).
ABD’deki kadinlarda over kanseri riski %1.4 oraninda ve ortalama tani yas1 ise 63 tiir
(Gtizel vd., 2019) ve tilkede her y1l 22.000'den fazla over kanseri vakasi goriilmekte, yi1lda
14.000'den fazla o6liimle sonuglanmaktadir (Bray vd., 2013). Ulkemizde kadinlarda
endometrium kanserinden sonra en ¢ok goriilen ikinci jinekolojik malignitedir (Giizel vd.,
2019).
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2.4.2. Risk Faktorleri

Over kanseri i¢in risk faktorleri arasinda ileri yas, genetik, aile oykiisii, diger
kanser Oykiisii, nulliparite, ge¢ menopoz, hormon replasman tedavisi (HRT), tiitiin

kullanimi ve diyet yer alir (Ali, Al-Ani ve Al-Ani, 2023).

Genetik birgok faktor, over kanseri riskinin artmasiyla iliskilidir. BRCA1/2
mutasyonlar1 over kanseri i¢in bilinen en Onemli genetik risk faktorleridir. Bu
mutasyonlar hastalarin %17'sinde bulunur. BRCA'daki mutasyonlar meme kanseri
(BRCAL ve BRCA?2), pankreas kanseri (BRCAZ2), prostat kanseri (BRCAZ2), melanom
(BRCA2) ve muhtemelen ser6z endometriyal kanser (BRCA1) gibi diger kanserlerde de
risk olusturmaktadir. Bu genlerin kalittimi ayrintili olarak incelenmis, epitelyal over
kanserinin birgok alt tiiriiniin germline BRCA mutasyonlar1 ile iliskili oldugu
goriilmiistiir. En yaygin olant HGSC’lerdir ve miisindz alt tiirler ise nadiren iligkilidir.
BRCA mutasyonunun gen icindeki yeri ve mutasyonun tiirii over kanseri riskini
etkileyebilir. DNA onariminda rol oynayan genlerdeki diger mutasyonlar olan RADS51C,
RAD51D, BRIP1, BARD1 ve PALB2 gibi fanconi anemisi-BRCA yolunun pargasi olan
genler de over kanseri gelisme riskini artirabilir. CHEK2, MRE11A, ATM, RAD50 ve
TP53 gibi DNA onariminda rol oynayan diger genlerdeki kalitsal mutasyonlar da over
kanseri gelisme riskini artirabilmektedir (Matulonis vd., 2016). BRCAZ1/2 mutasyonu
olan kadinlarda kanser riskinin etkilenen birinci ve/veya ikinci derece akrabalarin sayisi
arttik¢a arttigina dair sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglar neticesinde genetik veya diger
aileyle iligkili faktorlerin BRCA1/2 mutasyonu i¢in kanser risklerini degistirdigini
diisiindiirmektedir. BRCA gen mutasyonu sonucu over kanseri tanisi alan hastalarin
%84'tiniin BRCA1 tasiyicisi, geri kalan %16’lik kismmin BRCA2 tasiyicist oldugu
belirtilmistir. BRCA1 gen mutasyonu, BRCA2'ye gore 6nemli 6l¢iide daha yiiksek over
kanseri riskiyle (iki ila li¢ kat) iliskilidir (Ali, AI-Ani ve Al-Ani, 2023). Germline BRCA2
mutasyonlar, germline BRCA1 mutasyonlarina gore daha yiiksek hayatta kalma ile iligkili
oldugu goriilmektedir. Bunun BRCA2 gelismis platin duyarliligina dolayisiyla da kanser
hiicrelerinin BRCAl'den daha fazla 6ldiiriilmesine neden olmasindan kaynaklandigi

distiniilmektedir (Bolton vd., 2012; Matulonis vd., 2016).

Lynch sendromu gibi diger kalitsal bozukluklar over kanseri riskinde artisa neden

olabilmektedir. Lynch sendromu kolorektal, endometriyal ve over kanserleriyle
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iligkilidir. Ayn1 zamanda idrar yolu, mide, ince bagirsak ve safra yolu kanserleriyle de
iligskilendirilmektedir. Bu sendrom MSH2/6, MLH1 ve PMS2'deki mutasyonlari sonucu
DNA hatali eslesme onarimi (MMR) geninin fonksiyon kaybindan kaynaklanabilir
(Crispens, 2012; PK vd., 2022). Lynch sendromuyla iliskili over kanseri olan hastalarin
ortalama basvuru yasi 48'dir (Lynch sendromu olmayanlarda ortalama yas ~68 ile

karsilastirildiginda), hastalarin ~%50'si evre I kansere sahiptir (Matulonis vd., 2016).

Polikistik over sendromu, endometriozis ve pelvik inflamatuar hastalik (PID)
dahil olmak tiizere bir¢ok jinekolojik durum over kanseri igin risk faktorleri olarak
incelenmistir. PKOS, siklikla obezite, hirsutizm, infertilite ve menstrual diizensizlikler ile
karakterize edilen ¢ok faktorlii bir hastaliktir. PKOS'lu kadinlarin kargilanmayan endojen
Ostrojen ve/veya yiiksek androjenler nedeniyle endometriyal kanser riski yiiksektir.
PKOS ile OK riski arasindaki iligki, popiilasyona dayali bir vaka kontrol ¢aligmasi olan
kanser ve steroid hormon ¢alismasindan elde edilen veriler kullanilarak arastirilmistir.
Sinirlt veriler PKOS'un bir risk faktorii olduguna dair fikir birligi beyani i¢in yeterli

olmamistir (Reid, Permuth ve Sellers, 2017).

Endometriozis en sik goriilen jinekolojik hastaliklardan biridir ve tireme ¢agindaki
kadinlarin %10-15'ini etkilemektedir. Benign olarak goriilmesine ragmen, endometriozis
tip literatiirinde 1925'ten bu yana over kanseri ile iligkilendirilmektedir. Arastirmacilar
sekiz caligmanin sistematik bir incelemesini yiiriitmiistiir ve over kanseri riskinin arttigini

belirtmislerdir (Reid, Permuth ve Sellers, 2017).

Pelvik inflamatuar hastalik (PID) endometriyumun, fallop tiiplerinin ve
ovaryumlarin iltihaplanmasina neden olur. Pelvik inflamatuar hastalik ile over riski
arasindaki iligskiyi degerlendiren ¢alismalar tutarsiz sonuglar vermistir. PID ge¢misiyle

iliskili riskin invaziv over karsinomlarinin histotipine gore degistigine dair bir kanit

bulunamamustir (Reid, Permuth ve Sellers, 2017).

Yapilan calismalar sonucu oral kontraseptif kullaniminin, germ hatt1i BRCAI
mutasyonu olan kisilerde ve ayrica genetik yatkinligi olmayan kisilerde over kanseri
gelisme riskini azalttigi belirtilmistir. Bir calismada ortalama 5 yil boyunca oral
kontraseptif kullanimiyla over kanseri riskinin yasam boyu %0.54 oraninda azaldigini

gostermistir. Oral kontraseptif kullaniminin serdz, endometrioid ve seffaf hiicreli
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karsinomlarda azalmayla iliskili oldugunu fakat miisin6z karsinomlarda bu durumla

iliskili olmadig1 gosterilmistir (Matulonis vd., 2016).

Hormon replasman tedavisinin menopoz sonrasi kadinlarda over kanseri gelisme
riskini arttirdig1 gosterilmistir. Yapilan bir ¢aligmada, hormon replasman tedavisi
kullanan menopozdaki kadinlarda over kanseri, serdz ve endometrioid karsinom gelisme
riskinde benzer bir artis oldugunu gostermis. Bagka bir ¢alismada hormon replasman
tedavisi kullanan kadinlarda seffaf hiicreli kanser riskinin azaldigi da gortlmistiir

(Matulonis vd., 2016).

Birinci derece akrabalarda over kanseri tanisi konulan ile over kanseri dykiisii
olmayan aileler karsilastirildiginda over kanseri oraninin ii¢ ila dort kat daha yiiksek
oldugunu bildirilmistir. Bu risk 6miir boyu siirecek bir risktir ve ailesel riskin, akrabanin
etkilendigi yas ve risk altindaki kadinin yasi arttikca azalabilecegi goriilmiistiir. Baska
kanser Oykiisii bulunan kadinlarin over kanserine yakalanma riski daha yiiksektir. Genel
poplilasyondaki kadinlarla karsilagtirildiginda, meme kanserini atlatanlarda over
kanserine yakalanma riskinin %24 daha fazla oldugu gériilmiistiir. Daha geng¢ yasta meme
kanseri tanisi alan kadinlarda over kanseri riski daha yiiksektir. Ailesinde prostat kanseri
Oykiisii olanlarla, aile Oykiisii olmayanlar karsilastirildiginda over kanseri riskinde

%17'lik bir artig goriilmiistiir (Ali, Al-Ani ve Al-Ani, 2023).

Cinli kadinlar arasinda yapilan bir ¢alismada, ge¢ menars yas1 daha diistik risk
gosterirken, baska bir calismada ise ge¢ menars yasiyla birlikte riskte biraz artig
gozlemlenmistir. Dogal menopoz yas1 ile over kanseri riskine iligkin veriler tutarsizdir
(Reid, Permuth ve Sellers, 2017). Ge¢ baslangichh menopoz, 55 yas ve sonrasinda
baslamaktadir ve over kanseri riskinde 6nemli bir artisla iliskili oldugu yapilan ¢aligsmalar
sonucu goriilmiistiir. Yiiksek risk endometrioid ve berrak hiicreli timdrleri olan vakalarda
goriilmektedir. Bir kadinin yasami boyunca gergeklesen ovulasyon sayisi, over kanseri
riskiyle 6nemli 6l¢tide iliskilidir (Ali, Al-Ani ve Al-Ani, 2023). Hemsire Saglik Calismasi
(NHS) ve NHS II'den alinan bir raporda, dogal menopoz yasinin endometrioid timor
riskindeki artigla iligkili oldugunu ancak serdz invazif veya miisindz tiimorlerle iliskili

olmadig1 sonucuna ulasmistir (Reid, Permuth ve Sellers, 2017).
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Dogum yapmis kadinlarin dogum yapmamis kadinlara gore %30-60 daha diisiik
over kanseri riski oldugu ve her ilave tam siireli gebelik, riski yaklasik %15 azaldig1
goriilmiistiir. Afro-Amerikan ve Asyali popiilasyonlarda yapilan ¢alismalar da benzer
sonuglar elde edilmistir (Reid, Permuth ve Sellers, 2017). Yine bir ¢alismada over kanseri
riski, dogum yapmamis kadinlarda tek cocugu olan kadinlara goére %24 daha yiiksek iken,
dogum yapmamis kadimnlar, birden fazla dogum yapmis olan kadinlarla
karsilastirildiginda riskin 12 kattan fazla oldugu belirtilmistir (Ali, Al-Ani ve Al-Ani,
2023).

Yapilan ¢alismalar sonucu, infertilite kadinlardan olusan bir kohortta over kanseri
riskinde %60'lik bir artis oldugu belirtilmistir ve bu sonuclar daha sonraki ¢aligmalarla da
gosterilmistir. Ancak bu alanda yapilan c¢ogu c¢alisma, infertilitenin altinda yatan
nedenleri, dogurganlik tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin olas1 etkilerinden ayirt
edememistir. Infertilitenin bilinen nedenlerin ¢ogu, ovulasyonun basarisiz olmasina yol
acan hormonal dengesizlikleri ve endometriozis veya tubal hastaliklar gibi pelvik iliskili
faktorleri icerebilir ve bu nedenlerin over kanseri ile bagimsiz bir iligkisi olabilecegi

sOylenilmistir (Ali, Al-Ani ve Al-Ani, 2023).

Emzirme ve over kanseri riski lizerine yapilan birka¢ ¢aligmada, tiimor alt tipine
gore iliski arastirilmis ve elde edilen sonuglarda endometrioid tiimorler igin risk
azalmasin bildirilirken, miisin6z kanserler arasinda en gii¢lii azalma gozlemlenmistir.
Yapilan bir ¢alisma da emzirme siiresi uzadik¢a emzirmenin, énemli bir koruyucu etki
oldugu bildirilmistir. Bu nedenle emzirmenin, 6zellikle uzun siireli olarak epitelyal over

kanserine kars1 koruma sagladig sdylenilmektedir (Reid, Permuth ve Sellers, 2017).

Araliksi1z ovulasyon teorisine gore siirekli ger¢eklesen ovulasyon over epiteline
zarar vererek over kanserinin gelisim riskini artirabilir. Bundan yola ¢ikilarak ovulasyonu
azaltan bir faktoriin over kanserine kars1 koruyucu etkisi olabilecegi ifade edilmektedir

(Fathalla, 1971; Reid, Permuth ve Sellers, 2017).

Cesitli caligmalar, obezitenin menopoz sonrasi over kanseri i¢in bir risk faktorii
oldugunu gostermistir (Matulonis vd., 2016). Birkag¢ calismadan elde edilen sonuglarda,
obezite postmenopozal over kanseri ic¢in risk faktorii olarak bildirilmistir (Olsen

vd.,2013). Obeziteyle over kanseri riski arasindaki iliski tutarsizdir, ¢iinkii baz1 ¢aligmalar



25

pozitif iliski bildirirken digerleri herhangi bir iligski bildirmemistir (Ali, Al-Ani ve Al-
Ani, 2023). Diyet faktorleri ile genel popiilasyonda over kanseri riski arasindaki iliski
yapilan birgok calismada incelemistir. Siit tliketiminin over kanserine yakalanma
acisindan 6nemli bir risk olusturmadig belirtilmistir fakat bir ¢alismada, yetiskinlikte
yagsiz slit ve laktoz alimi ile risk arasinda ters bir iligski olduguna dikkat ¢ekilmistir. Bu
calisma laktoz alimi ile endometrioid karsinom riski arasinda ters bir iligski oldugunu da
gostermistir (Matulonis vd., 2016). Bir vaka kontrol ¢alismasinda, over kanseri riskinin
yiiksek kolesterol alimiyla iliskili oldugu soylenmistir. Bu riskin sebze, vitamin, beta
karoten ve B vitamin kompleksi takviyesi ile azaldigi belirtilmistir (Pan vd., 2004).
Flavonoidler ve siyah ¢ayin over kanseri riskinde azalma ile iliskili oldugu s6ylenmistir
fakat daha fazla c¢alisma gerekmektedir (Cassidy, 2014). Cok sayida yapilan
epidemiyolojik ¢alismada diyetin over kanseri riskini etkileyip etkilemedigi biiyiik 6l¢iide
¢oziilmemistir (Reid, Permuth ve Sellers, 2017).

Yapilan calismalardan elde edilen bulgulara gore sigara icenlerde miisinéz over
kanseri riskinin kontrollere kiyasla iki katina ¢iktigini, sigaray1 birakmanin ise daha sonra
gozlemlenenlere benzer sekilde riski uzun vadede normale dondiirdiiglinii gostermistir
(Ali, Al-Ani ve Al-Ani, 2023). Tiitiin kullanimi miisindz tiimorler igin risk faktord,
miisinéz olmayan tiimorlere karsi ise koruyucudur. Sigara igmenin seffaf hiicreli
karsinom riskini 6nemli dl¢lide azaltirken, miisindz karsinom riskini artirdigina yonelik

bulgular da vardir (Matulonis vd., 2016).

Yaslarina bakilmaksizin her giin diisiik dozda aspirin kullanimi, kadinlarda over
kanserine yakalanma riskinin azalmasiyla iligskilendirilmistir. Diizenli aspirin kullanimi
sonucunda endometrioid ve miisindz karsinom riskinde azalma ve ser6z karsinom
riskinde de biiylik 6l¢iide bir azalma goriilmiistiir. Over kanseri riskinin azaltilmasi i¢in

aspirinin test edildigi higbir prospektif ¢alisma yapilmamistir (Matulonis vd., 2016).

Radyoterapiye bagli meme kanseri olan kadinlarda over kanseri riskinin arttigi
tespit edilmistir. Bu bulgu literatliriin tamami1 olmasa da bir kismi tarafindan

desteklenmistir (Matulonis vd., 2016).
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2.4.3. Over Kanseri Simiflandirilmasi

Over kanseri, epitelyal (en yaygin), germ hiicreli ve seks-kord-stromal olmak
tizere 3 tiptir. Germ hiicreli ve seks-kord-stromal, tiim over kanserlerinin yalnizca

yaklasik %5'ini olusturur (Stewart, Ralyea ve Lockwood,2019).

Epitelyal over kanserinin ser6z, endometrioid, miisin6z ve berrak hiicreli olmak
tizere dort ana histolojik alt tipi vardir. Ser6z tliimdrler de iki sinifa ayrilir; yliksek dereceli
serdz karsinomlar (HGSC) veya diistik dereceli ciddi karsinomlar (LGSC). LGSC'ler
Epitelyal over kanserinin tiim alt tipleri arasinda %5'ten azini olusturur. Endometrioid,
miisindz ve berrak hiicreli alt tipler sirastyla %10, %3 ve %10'u olusturmaktadir. Epitelyal
over kanserlerinin over, tubal veya pelvisteki diger epitelyal bdlgeler olmak {izere tipik
olarak ii¢ baslangic noktasi bulundugu sdylenilmektedir. Epitelyal over maligniteleri iki
kategoriye ayrilir. Bunlar; tip I ve tip II timorlerdir. Tip I timorler, Tip II tiimorlere gore
daha az o6limciildiir ve siirekli ovulasyon sikluslari, inflamasyon ve endometriozisten
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bir kadinda endometriozise sahip olmanin over kanseri
riskini arttirdig1 disiiniilmektedir ve tiim epitelyal over kanserlerinin %5 ila %15'1 ile
iligkilidir. Tip II tiimorler genellikle Slimciil sonuglar vermektedir. Bu kanserler
genellikle daha sonra teshis edilir ve siklikla BRCA genlerindeki genetik mutasyonlar ve
baska bir tiimor baskilayict gen olan p53 mutasyonlari ile baglantilidir. Bir teoriye gore
bu tiimdrlerin, bu kanserlerin ¢ikis yeri olan fallop tiiplerinden gog ettigi soylenilmektedir
(Stewart, Ralyea ve Lockwo0d,2019). HGSC'ler tiim ser6z tiimor tiirlerinin %90'in1 ve
LGSC'ler %10'unu olusturmaktadir. LGSC'ler daha iyi bir prognoza sahiptir; beklenen
hayatta kalma siiresi, HGSC'lerle karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide daha uzundur. Ayrica
HGSC'lerle karsilastirildiginda, kadinlara genellikle daha geng yasta LGSC tanist konur.
LGSC'ler overlerden kaynaklanma egilimindeyken, HGSC'ler overlere veya peritona
yayilmayla birlikte fallop tiiplerinden kaynaklanma egilimindedir. HGSC'ler daha
Olumciil vakalarla iliskilendirilmistir. Kadinlarin %85'inden fazlasinda hastaligin ileri

asamalar1 goriiliir ve 10 yillik 6liim oran1 %70'tir (Stewart, Ralyea ve Lockwood,2019).

Endometrioid karsinomlarin endometriozisten kaynaklandigina inanilmaktadir,
genellikle daha erken evrelerde teshis edilir ve bu histolojik tipten etkilenen kadinlarda
prognozun daha iyi olmasini saglar. Bunun bir nedeni, bu tip histolojinin kemosensitif

olmasi ve tedaviyi daha basarili hale getirmesidir (Stewart, Ralyea ve Lockwoo0d,2019).
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Berrak hiicreli karsinomlar, epitelyal over kanserlerinin %10'unu olustururlar.
Nispeten iyi bir prognoza sahip olmalar1 agisindan endometrioid kanserlere benzer.
Bunun nedeni onlarin da siklikla erken evrelerde teshis edilmesidir. Geg teshis edilirse
veya hastalik ilerledikten sonra prognoz, seréz veya endometrioid tiptekine benzer

olacaktir (Stewart, Ralyea ve Lockwood,2019).

Miisinoz karsinomlar epitelyal kanserin en az goriilen tiiridiir ve cogunlukla evre
I' de teshis edilir. Miisinéz histoloji, gastrointestinal sistemden metastaz ile

iliskilendirilebilir (Stewart, Ralyea ve Lockwood,2019).

Germ hiicreli over kanserleri nadir goriilmektedir ve tim over kanseri vakalarinin
yalnizca % 3'linii olusturur. Tipik olarak gen¢ yasta, ortalama yaslar1 10 ila 30 arasinda
teshis edilirler. Over germ hiicreli tiimorlerinin belirli timor belirteglerini iirettigi
bilinmektedir ve bunlar tedavi planlamasinda faydali olabilir. Dikkat ¢ekici bir sekilde,
germ hiicreli timorler genel olarak belirsiz semptomlarla ortaya ¢ikar (Stewart, Ralyea
ve Lockwood,2019).

Seks kord-stromal maligniteler, over neoplazmlarindan en az goriilenidir ve tim
primer over kanserlerinin % 2'sinden azin1 kapsar. Sekskord-stromal tiimérler nadiren
maligntir ve genellikle erken teshis edilir. Bu tiir over kanseri, beyaz kadinlara kiyasla
Afro- Amerikali kadinlarda daha yiiksektir ve ortalama tani yasi 50 civarindadir (Stewart,
Ralyea ve Lockwood,2019). Seks kord-stromal tiimérler, teka hiicrelerinden, diger
stromal hiicrelerden, graniiloza hiicrelerinden ve bunlarin testikiiler seks kord karsiliklar
olan sertoli ve leydig hiicrelerinden kaynaklandigina inanilmaktadir. Bu tiimérler siklikla
endokrin belirtilerle iliskilidir (Chen vd., 2003).

2.4.4. Over Kanserinde Semptom ve Bulgular

Kadinlarin bircogu hastaligin baslangi¢ asamasinda semptomatiktir. Kabizlik,
ishal, bagirsak tikanikligi, mide bulantisi, reflii ve kusma gibi gastrointestinal islev

bozukluklarina sahiptir (Goff, 2000).

[k bagvurudaki semptomlar igerisinde karinda siskinlik, karinda pelvik agri,
yorgunluk ve nefes darligi da bulunmaktadir. ilk semptom malign plevral effiizyon

sebebiyle ortaya c¢ikan nefes darligr olabilir (Goff, 2000). Solunum semptomlar:
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diyaframdaki basincin sebebi olan pulmoner emboli ve plevral efiizyonlara sebep olan

yaygin asitli karin i¢i kanserlerinden kaynaklanabilir (Sokalska vd., 2009).

2.4.5. Over Kanseri Tedavi Yontemleri

Over kanseri igin geleneksel tedavi, tiimor cerrahisini izleyen platin ve taksan
bazli kemoterapi kombinasyonudur (Roett ve Evans, 2009). Evreleme prosediirleri
esnasinda bilateral salpingo-ooferektomi, omentektomi, biyopsiler ve histerektomi veya
etkilenebilecek alanlarin ¢ikarilmasi gibi cerrahi yontemler uygulanir fakat hastalik
sadece overle smirli oldugu zaman cerrahi tedavi kullanilir (PK vd., 2022). Invaziv
epitelyal over kanserinin erken evrelerinde lezyonlarin malignite gelistirme sanst ¢ok
diisiik oldugu durumlarda tek tarafli salpingo-ooferektomi uygulanir. Bu ameliyatta

uterus ve saglikli over alinmaz (Zamwar ve Anjankar, 2022).

Yeni teshis edilmis olan over kanserine karsi en aktif terapotik ajanlar paklitaksel
veya docetaksel ilavesiyle platin analoglaridir. Yeni teshis edilen over kanserinin ilk
basamak tedavisi i¢in tedavi paradigmalari arasinda birincil cerrahi sitorediiksiyon
(timorlerin kiigiiltiilmesi amaciyla), sonrasinda kombinasyon platin bazli kemoterapi
veya neoadjuvan kemoterapi (NACT; ameliyattan dnce kemoterapinin uygulanmast),
ardindan aralikli cerrahi sitorediiksiyon ve ameliyattan sonra ek kemoterapi yer alir. {leri
evre kanser teshisi konan kadinlarda, baslangigtaki platin bazli kemoterapiden sonra
kanserin tekrarlamasi ¢ok goriilmektedir. Bu kadinlarda kanser tedavisinin en gii¢ kismi,

sonunda platin direncinin gelismesidir (Matulonis vd., 2016).

lleri evre hastaligin tedavisinde primer kitle kiigiiltme cerrahisi, ardindan
neoadjuvan kemoterapi (NACT) ve sonra aralikli sitorediiksiyon kullanilir (Siegel vd.,

2018; PK vd., 2022).

Tekrarlayan over kanseri tedavisine yoOnelik yeni terapotiklerdeki ilerlemeler
icerisinde anjiyogenez inhibitorleri, poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) inhibitorleri
(DNA hasarinin onarimini bloke eden) ve immiinoterapi ajanlar1 vardir. Hem yeni teshis
edilen hem de niikseden over kanserinin tedavisinde PARP inhibitorlerinin ilk basamak
tedavinin bir pargasi olarak kullanildig: stratejilerle bu tedavilerin kombinasyonlar

lizerine aragtirmalar yapilmaya devam etmektedir (Matulonis vd., 2016).
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Over kanserinin bireysel histolojik alt tiirlerinin farkli genomik yapisina dayali
over kanseri tedavisi gelistirilmektedir (Matulonis vd., 2016). Over kanseri i¢in oldukca
yeni bir tedavi yontemi de poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) inhibit6rlerinin
kullanilmasidir. PARP proteinleri, hiicrelerin hasar gordiiklerinde kendi kendini
yenileyebilmesine yardimeci olur. Kanser hiicreleri de bu proteinleri over kanseri
tedavisinde kemoterapiden kaynaklanan hasari onarmak i¢in kullanir. Bu inhibitorler
kanser hiicrelerinde yenilenme siirecini durdurarak biiyiimeyi ve daha biyiik tiimor
olusumunu engeller. Bu kategorideki olaparib ve rucaparib gibi yeni ilaglar,
kemoterapiyle birlikte kullanildiginda over kanseri tedavisindeki yararliliklar1 konusunda

onem kazanmaya baglamistir (Stewart vd., 2019).

2.5. Epitelyal Mezenkimal Gecis (EMT)

Epitelyal-mezenkimal gegis (EMT), gelisimin ve hastaligin ilerlemesindeki temel
siiregtir. Bir hiicrenin farklilasmis epitel benzeri durumunu kaybetmesine ve daha
mezenkimal benzeri bir fenotip kazanmasina sebep olan bir dizi karmasik biyolojik ve
biyokimyasal degisiklikten olusur (Singh, 2018). EMT, embriyogenez, yara iyilesmesi ve
kanser gelisimi gibi fizyolojik ve patolojik olaylarda anahtar rol oynayan onemli bir
stiregtir (Marconi, 2021). Epitel hiicreleri, viicut kompozisyonunun korunmasi igin

gereken hiicre-hiicre uyumu ve doku biitiinliigii temel alinarak tanimlanabilir (Singh vd.,
2018).

1800'li yillarn basinda hiicre boliinmesi  kavrami, memelilerde doku
genislemesini ve hiicre ¢ogalmasini agiklamanin bir yolu olarak benimsenmistir. Bu
kavramin temel anlayisi, tek bir hiicrenin veya ddllenmis ovumun viicuttaki diger tiim
hiicreleri olusturacagidir. Gelisim boyunca hiicreler farklilasacaktir, fakat hiicreler
epitelyal veya mezenkimal fenotip olarak kategorize edilebilir. Gelisimin sonunda bu
hiicrelerin islevlerini siirdiirmek i¢in terminal olarak farklilasmis bir durumda kaldiklar
varsayllmigtir. Ancak bu diislince, fenotipik durumlarin son derece dinamik ve hiicre
tipine ve ¢evreye bagli oldugunu gosteren, terminal olarak farklilasmis epitelyum i¢indeki
hiicrelerin  epitelyal veya mezenkimal durumlar arasinda gecis yaptiginin

gozlemlenmesiyle tartisma konusu olmustur (Skrypek vd., 2017).

Betty Hay, embriyogenezin erken asamalarinda epitel hiicrelerinin mezenkimal

hiicrelere nasil doniistiiglinii tanimlamak icin EMT terimini kullanan ilk kisidir (Skrypek
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vd., 2017). 1968'de Elizabeth Hay, civciv embriyolarinin ilkel ¢izgisindeki hiicre gogiinii
gozlemleyerek epitelyal-mezenkimal doniisiimde yer alan cesitli karmasik 6zellikleri
tanimlamistir. O zamandan beri "gecis" terimi, ters mezenkimal-epitelyal gecis (MET)
siirecinde goriildiigii gibi, silirecin gegici durumunu yansitacak sekilde EMT'de

"doniistim"iin yerini almistir ve bu siire¢ tanimlanmustir (Singh vd., 2018).

2.5.1. Epitelyal ve Mezenkimal Hiicre Morfolojisi

Epitel hiicreleri apikal ve bazal polariteye sahiptir. Her membranda, farkli
aktivitelerin spesifik hiicresel bolgelere lokalizasyonuna ve molekiillerin yonli
tasinmasina izin veren farkli protein bilesimleri vardir. Hiicre polaritesi karsilikli
etkilesim i¢inde olan lic kompleks tarafindan olusturulur ve korunur. Sitoplazmik
proteinler olan Lgl, Dlg ve Scribble (Scrib), bazolateral polariteyi korumak i¢in bazal
alanda lokalize olan SCRIB kompleksini olusturur ve tiimdr baskilayicilar olarak kabul
edilir. Apikal alan, sik1 baglantilarda lokalize olan iki kompleks tarafindan korunur.
Bunlardan PAR kompleksini PAR3, aPKC ve PARG6 olusturur. Crumbs kompleksi apikal
polariteden sorumludur. Crumbs, apikal alanin olusumunu kontrol eden Lin-1 (PALS1)

ve PALSI ile iligkili siki baglanti (PATJ) kompleksi ile iliskilidir (Singh vd.,2018).

PARS3, plazma zar1 i¢indeki fosfolipitleri ve siki baglanti proteinlerini (JAM-A19)
baglayacak ve bu da PAR3'lin PAR6 ve aPKC'yi almasina izin verecektir. Daha
sonrasinda CDC42 ile birlesme, aPKC'nin PARG6 aktivasyonunu indiikleyecektir. aPKC
ve PAR6'nin PAR3 tarafindan alimi, PAR3'lin PAR1b fosforilasyonu ile inhibe edilebilir,
bu da onun membrandan sitoplazmaya ayrismasina neden olur. PAR1b'nin aPKC veya
PARG6 fosforilasyonu da benzer membran ayrismasina neden olur. PAR3 ve aPKC'nin
Lgl 2 ile iligkisi, bunlarin membrana geg¢isini desteklerken Lgl.'nin aktive edilmis aPKC
tarafindan fosforilasyonu, LgL'nin membrandan ayrismasina neden olur. PAR
kompleksleri Crumb kompleksi aktivitesinin giiglendirilmesine yardimci olur. PAR ve
Scribble kompleksleri antagonisttir. Entegre cok hiicreli islevi saglamak i¢in, 6zel integral
membran proteinleri, tek tek epitel hiicrelerini bir araya getirerek katmanlar olusturur ve
hiicreler arasi etkilesimleri olan zonula okludensler, adherens baglantilar, desmozomlar

ve gap junctionlar1 etkinlestirir (Singh vd.,2018).

Siki baglantilar veya zonula okludens (ZO), apikal yiizeyin en yakin bolgesinde

yer alan, epitel hiicrelerini tek tek birbirine baglayan, hiicrelerarasi ¢ok az bosluk birakan,
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yan yiiz baglantilaridir ve integral transmembran proteinler (okludin, klaudin, junctional
adezyon molekiilleri, kolera toksin proteinleri), periferal proteinler (zonula
okludens1,2,3, PAR) ve diizenleyici proteinler (alfa Katenin, symplekin)’den meydana
gelmektedirler. Zonula okludensler, ii¢ boyutlu bir alani ¢evreleyerek epitel tabakalarinin

biitiinliigiini korur, iyonlarin ve molekiillerin hiicrelerin arasindaki difiizyonunu kontrol

eder (Singh vd.,2018).

Zonula Adherens (ZA), zonula okludenslerin altinda bulunurlar. Zonula
okludense benzer sekilde hiicreyi sarmalayarak hiicreler arasi yapismay1 saglar. Ayrica
bu baglantilar hiicre gerilimini ve seklini diizenleyen baglantilardir fakat zonula
okludenslere kiyasla daha gegirgendirler. Bu baglantilar, kateninlerin (o, B, y) ve
kaderinlerin sitoplazmik alani ile etkilesimler yoluyla hiicre iskeletinin aktin ve miyozin
filamentlerine baglanir. Transmembran glikoproteini olan E-kadherin, sitoplazmik
alanin1 a-katenin ve p-katenin yoluyla hiicre iskeletine baglayarak hiicre iskeleti

organizasyonunu modiile eder (Singh vd.,2018).

Desmozomlar, iki hiicreyi transmembran baglayici proteinler yoluyla birbirine
baglayan, plazma zarinin sitozolik yiizeyinde kiimelenmis molekiiler komplekslerdir.
Desmokolin (DSC1-3) ve desmoglein (DSG1-4) transmembran boslukta komsu
hiicrelerle hiper-adezif baglantiy1 saglayan heterodimer kadherin proteinleridir. Bitisik iki
hiicre arasinda bulunmakta olan desmokolin ile desmoglein, hiicre membrani sitoplazma
ylizeyinde plakoglobin ve plakophilin iceren dis yogun plak ve desmoplakin iizerinden
keratin ve vimentin icermekte olan ara filamentlere baglanirlar. Desmozomlar mekanik
destege yardimci olur ve mekanik strese maruz kalan hiicrelerde siklikla bulunur.
Hemidesmozomlar form olarak desmozomlara benzemektedir. Bazal hiicre yilizeyinde

bulunur, hiicreyi altta bulunan bazal laminaya baglar (Singh vd.,2018).

Gap junctionlar, konneksin proteinleri tarafindan olusturulan bitisik hiicrelerin
sitoplazmik alanlar1 arasindaki por seklinde kopriilerdir. Bu suyla doludur ve kiigiik

metabolitlerin, iyonlarin ve hiicreler arasi sinyallerin taginmasina izin verir (Singh
vd.,2018).

Epitel hiicreleri bir bazal membran iizerinde bulunur. integrinler, transmembran

glikoproteinlerdir ve o ve B alt birimlerinin bilesimine dayali olarak dort alt gruba
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ayrilirlar. Hiicre i¢i aktin filamentlerini fibronektin, vitronektin, laminin ve kollajen IV
gibi bitisik hiicre dis1 matrisin (ECM) bilesenlerine baglayan bazal membranda lokalize
olurlar. Bu baglantilar hiicreyi sabitler ve epiteli altta yatan hiicrelerden ayiran, her iki
katmana da hiicre istilasim1 Onleyen bazal membrani olusturur. Bu bazal membran
mekanik glic kazandirir, gerilme kuvvetlerine karsi koyar. Kandan tiiretilen kiiciik
molekiiller ile gazlarin gegisini tegvik etmek amaciyla bir difiizyon bariyeri iglevi goriir

(Singh vd.,2018).

Epitel hiicresinin genel sekli diiz ve poligonaldir. Hiicresel yapi, bir mikrotiibiil
ag1, aktinden olusan mikrofilamentler ve hiicre seklini olusturmak amaciyla gorev alan
ara filamentlerden meydana gelir. Aktin filamentleri, uzun ve ince lifler halinde
polimerize olan globula-aktin monomerlerinden olusur ve hiicreye hem mekanik hem de
kasilma giicii vermek i¢in transmembran proteinlerine baglantilar saglar. Ara filamentler,
hiicresel sertligi saglayan keratinler, niikleer zarfin stabilizasyonunu saglayan niikleer
lamininler ve mekanik gii¢ saglayan vimentinlerden meydana gelmektedir. Bu filamentler
birlikte hiicrenin seklini korumak, hiicrenin yapisal cergevesine sertlik ve saglamlik
kazandirmak ve i¢ hiicresel yapiy1r ve organelleri diizenlemek amaciyla gorev alir.
Mikrotiibiiller, hiicreler arasi tasimay: ve hareketi desteklemek i¢in i¢i bos bir tiip
seklinde diizenlenmis a- ve B-tubulin tarafindan olusturulan protofilamentlerdir. Epitel
hiicrelerinin hareketi, sekilleri ve yan yiliz baglantilarindan dolay: kisitlanir ve epitel

tabakalarinin gégiine izin verir (Singh vd.,2018).

Mezenkimal hiicrelerin, epitelyal hiicrelerin aksine dokulara gog¢ ve invazyonunu
saglayan ozellikleri vardir. Tek tip bir bilesime ve hiicresel yapismaya sahip degildirler.
Epitel hiicrelerindeki gibi apikal bazal polariteden ziyade 6n-arka polariteye sahiptirler.
Morfolojik olarak mezenkimal hiicreler diizensizdir ve ig benzeri bir sekil sergiler. Aktin
filamentleri demetler halinde diizenlenir ve ¢esitli hareket tiirlerini ve duyusal alimlari
saglayan, aktin agisindan zengin yeni membran ¢ikintilar1 meydana getirirler. Ayrica,
hiicre iskeletinin giiclinli artirmak icin keratinler azalir ve vimentinler ise artar, boylece
hiicre iskeleti daha esnek hale gelerek go¢ esnasinda hasara daha az egilimli olur (Singh

vd.,2018).
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2.5.2 EMT Smiflandirmalari

Literatiirde, her biri farkli bir biyolojik senaryoda meydana gelmis, cesitli
fonksiyonel sonuglar iireten ii¢ farkli EMT tiirii agiklanmaktadir (Marconi vd., 2021).

Endoderm, ektoderm ve mezoderme yol agan embriyogenez esnasinda meydana
gelen degisiklikler tip | EMT olarak adlandirilir. Tip | EMT, embriyo implantasyonu ve
gelisiminin yani sira ¢oklu organ olusumuyla da iligkilidir ve ne fibrozisi ne de istilac1 bir
fenotipi tetikler (Marconi vd., 2021). Embriyonik gelisim siirecinde epitel hiicreler
polaritelerini kaybederek mezenkimal 6zellikler kazanirlar. Implantasyon, embriyogenez
ve organogenez sirasinda onemlidir. Hiicreler, embriyogenez ve organogenezin erken
evreleri boyunca biliylime ve farklilasma sirasinda birkag EMT ve MET siireci
gecirecektir (Singh vd., 2018). Biyokimyasal diizeyde, gastrulasyonla iligkili olan EMT,
kanonik Wnt sinyaliyle koordine edilir ve Snail, Eomesodermin (Eomes) ve Mesoderm
posterior protein (Mesps) transkripsiyon faktorleri ve ayrica gastrulasyona bagli EMT'yi
diizenlemek igin fibroblast biiyiime faktorii (FGF) reseptorleri ile is birligi yapan Wnts
ile diizenlenir. Snail, E-kadherini baskilar ve okludinler ve klaudinler gibi hiicre adezyon
molekiilleri ve Discs large (DIg) ve Crumbs homolog 3 (Crb3) gibi polarite genleri
tarafindan aracilik edilen EMT'yi destekler. Embriyonik olusum sirasinda,
noroektodermin epitelyal hiicrelerini icermekte olan bir EMT, go¢men ndral krest

hiicrelerinin kdkenini olusturur (Marconi vd., 2021).

Yara iyilesmesi, doku rejenerasyonu ve organ gelisimi sirasinda gergeklesen, tip
Il EMT olarak adlandirilir (Marconi vd., 2021; Singh vd., 2018). EMT inflamatuar
hiicreler ve fibroblastlarin aracilik ettigi yara iyilesme siireclerinde de 6nemli bir rol
oynar. Bu hiicreler, kollajenler, lamininler, elastin ve tenasinler gibi ekstraseliiler matriks
(ECM) molekiilleri ile etkilesime giren spesifik faktorleri salgilar. Yara iyilesmesi
hemostaz, inflamasyon, hiicre proliferasyonu ve son olarak doku yeniden yapilanmast ile

karakterize edilen dort farkli ve birbirini takip eden fazi igerir (Marconi vd., 2021).

Tiimor metastazi esnasindaki EMT, tip [l EMT olarak adlandirilmaktadir. Diger
EMT tiplerinde gdzlemlenen yavas ve kontrollii hareketin aksine, tiimor olusumunda
EMT agresif ve kontrolsiizdiir. Kanserde hem EMT'nin hem de ters mezenkimal-epitelyal

gecis (MET)'in edinilmesi, metastatik yayillma gegiren tiimor hiicrelerinin  bir
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gostergesidir ve kanserin ilerlemesinde merkezi bir 6neme sahiptir (Singh vd., 2018). Tip
1l EMT, genetik ve epigenetik modifikasyonlar yasayan neoplastik hiicrelerde, 6zellikle
lokalize tlimdrlerin olusumunu tesvik eden genlerde meydana gelir. Cesitli ¢caligmalar,
karsinom hiicrelerinin mezenkimal fenotip kazanabildigini ve a-SMA, FSP1, vimentin ve
desmin gibi mezenkimal belirtecleri eksprese edebildigini gostermistir (Marconi vd.,

2021).
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Kaynak: Singh vd., 2018.
Sekil 2.7. EMT tiirleri

2.5.3. EMT’yi Aktive Eden Sinyal Yolaklar

EMT, epitel hiicreleri, stromal mikrogevrelerini olusturan hiicrelerle salinan
spesifik sinyallerle karsilagtiginda aktive olan birkag hiicre i¢i sinyal yolu araciligiyla
indiiklenebilir. Stromal orijinli ligandlarin normal ve neoplastik epitel hiicreleri
tarafindan eksprese edilen ayni kokenli reseptorlere baglanmasi sonucu EMT
programinin aktive edilmesinde birlesen bir dizi hiicre i¢i sinyal olaymi tetikler.
Dontistiirticti biiylime faktorii-B (TGF-f) yolunun, birkag¢ farkli doku tipinde, EMT'yi
uyarmada merkezi bir rolii vardir. Bu sinyalleme kaskadi, ii¢ farkli TGF-B izoformu, iki
aktivin ve cesitli kemik morfogenetik proteinlerinden (BMP'ler) olusan genis bir
alternatif ligand grubu tarafindan aktive edilir. TGF-f'ler, TGF-p reseptor tip | TGF-fR1
ve TGF-BR2 komplekslerine baglanarak, SMAD4 ile kompleksler olusturmaya devam
eden SMAD2 ve SMAD3'iin fosforilasyonuna neden olur. Benzer bir sekilde TGF-f
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reseptorlerinin BMP'ler aracilifiyla baglanmasi, SMAD4 ile kompleks olusturabilen
SMAD1 ve SMAD5'in aktivasyonuna neden olur. Bu trimerik SMAD kompleksleri
(SMAD2-SMAD3-SMAD4 ve SMAD1-SMAD5-SMADA4) olustuktan sonra g¢ekirdege
go¢ ederek mezenkimal bir yapinin kazanilmasi, invazyon, motilite, hiicre biliyiimesi,
proliferasyon, anjiyogenez, apoptoz ve yaslanmayla ilgili genlerin biiyiik bilesenlerinin
ekspresyonunun diizenlenmesinde transkripsiyonel faktorleri gibi islev goriirler. Bu
kanonik sinyal yolu, ERK, p38 MAPK, PI3K-AKT ve RHO benzeri GTPazlar gibi birkag
sinyal yolu ile is birligi yaparak EMT programlariin ifadesine farkli sekillerde katkida
bulunur (Dongre ve Weinberg, 2019).

2.5.4. EMT ve Yara Iyilesmesi

Yara iyilesmesi insan viicudunda gerceklesen normal bir biyolojik siirectir ve
hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme olarak dort asamada
gergeklesir. Birgok faktor yara iyilesmesinin evrelerini etkileyebilir ve normal yara
iyilesmesi siirecinin bozulmasma yol agabilir. Ornegin, yaralar genellikle ertelenmis,
eksik veya koordine olmayan bir iyilesme nedeniyle fibrozisle iligkili patolojik
inflamasyon ve skar gelisimi durumuna girer. Akciger hastaliginda anormal yara iyilesme
yanitlarina yonelik yeni klinik yaklasimlardaki son gelismelere ragmen, pulmoner
fibrozisin en yaygin formuna yonelik tedaviler etkisizdir ve anormal yara yanitlarina yol
acan patogenetik sinyal yollar1 heniiz tespit edilememistir. Ayrica anormal yara
tyilesmesinin muhtemelen hipertrofik skarlarin ve keloidlerin gelisimini artirdig1
belirtilmektedir. Hipertrofik skarlarin ve keloidlerin dnlenmesi ve tedavisine yonelik
ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen, skar ve keloid olusumunun altinda yatan
mekanizma tam olarak bulunamamistir. Bununla birlikte, EMT'nin gelisim, yara
tyilesmesi, kok hiicre regiilasyonu, fibroz ve tiimor olusumundaki roliine iliskin
calismalar, hipertrofik skarlasma ve keloidlerin patofizyolojisi hakkindaki bilgilere katki
saglamistir (Marconi vd., 2021).

Tip Il EMT, 6zel epitelyal hiicre popiilasyonlarinin profibrotik ve proinflamatuar
aktiviteye sahip miyofibroblastlara neden oldugu fibrotik olaylarda ve yara iyilesme
stireglerinde rol alir. Mezenkimal fenotipe gegisin son adimi, a-SMA ve vimentini
eksprese eden fakat E-kadherin ve zonula okludens-1 (ZO-1) gibi epitelyal belirteglerini

eksprese etmeyen ig seklindeki miyofibroblastin olusumunu igerir (Marconi vd., 2021).
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MikroRNA'lar (miRNA'lar), gen ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi
diizenlenmesinde ve TGF-B sinyali, fibroblast proliferasyonu ve farklilasmasi, ECM
birikimi ve EMT siireci de dahil olmak iizere cilt fibrozisinin diizenlenmesinde rol alir.
Bir¢ok calismada, hiperplastik skarlar ve normal cilt arasinda miRNA'larin farkl
ekspresyon profilleri gosterilmis ve anormal skarlasmadaki degistirilmis miRNA'larin
ekspresyonu, TGF-f sinyallemesiyle iliskilendirilmistir. Fibrozis sirasindaki EMT siireci,
cesitli sitokinler ve biiylime faktorleri araciligiyla diizenlenir ve TGF-B1'in birincil
indiikleyicilerden biri olarak 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica bu mezenkimal durum
gd¢ yetenegi ile iliskilidir. Insan diyabetik nefropatisinde TGF-B1'in renal
ekspresyonunun arttig1 gosterilmis ve TGF-B1'in de bobrek fonksiyonunda bozulma ile
iligskili oldugu bulunmustur. TGF-B1 sinyallemesinin hedeflenen bozulmasi1 ve
inhibisyonunun, EMT'ye karsi koruma sagladigi belirtilmistir. Fibrozisin histolojik
ozellikleri ve diizenleyici mekanizmalar1 farkli organlarda benzerlik gostermektedir.
Fizyolojik yara iyilesmesi esnasinda, restorasyonun epitelizasyon asamasina paralel
olarak apoptoz yoluyla miyofibroblastlar kaybolur. Bununla birlikte, patolojik skarlasma
esnasinda miyofibroblastlar, dokularin yapisini bozan, biyokimyasal ve biyofiziksel
mikrogevreyi degistirerek anormal bir dokuya sebep olan kollajen agisindan zengin sert
bir skar iiretir. Uzun vadede, miyofibroblastlarin diizensiz aktivitesi doku fonksiyonunu

etkiler ve organ bozulmasina yol agar (Marconi vd., 2021).

TGF-p sinyali yara iyilesmesi ve fibroziste ¢ok dnemli bir role sahiptir. Yiiksek
TGF-p diizeyleri, EMT benzeri degisiklikleri tesvik ederek bobrek, hepatik ve pulmoner
fibrozise yol agar (Dongre ve Weinberg, 2019).

2.5.5. EMT, EMT Belirtecleri ve Kanser

EMT ile kanser arasindaki iliski 80'li yillarin basinda rapor edilmistir. Benign
timor hiicreleri, EMT nedeniyle tiimoriin ilerlemesi esnasinda infiltre edici ve metastaz
yapma Ozellikleri kazanir. Tiimdrlerin biiyiik ¢gogunlugu, tiimoriin ilerlemesi sirasinda
EMT'ye maruz kalir. Epitelden tiireyen kanserler, EMT siirecinin belirleyici oldugu
kanserlerdir. Bunun tek istisnasi, progenitor hiicrenin bir arada bulunabilen hem epitelyal
hem de mezenkimal kompartmanlar1 gelistirdigi karsinosarkomdur. Karsinosarkomlar,
hastalarin yasam siiresini kisaltan nadir ve son derece agresif olan tiimorlerdir ve hem
epitelyal hem de mezenkimal bilesenlerde yliksek malignite derecesi ile karakterize edilir

(Ribatti, Tamma ve Annese,2020). Kanser hastalarinda en Onemli O6lim nedeni
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metastazdir (Davis vd., 2014). Kanser metastazi, lokal invazyon, intravazasyon ve uzak
organlarin kolonizasyonu dahil olmak iizere birgok asama gerektirir. Her evrenin farkli
zorluklariin tlistesinden gelmek i¢in kanser hiicrelerinin karmasik ve degisen ¢evrelerine

uyum saglayabilecek fenotipik esneklik sergilemesi gerekmektedir (Lo ve Zhang, 2018).

Kanser hiicrelerinin olduk¢a proliferatif, nispeten hareketsiz bir epitelyal
fenotipten EMT yoluyla daha invazif bir hiicre tipine ge¢isinin, tiimor metastazinda
Oonemli bir role sahip oldugu giderek daha fazla kabul gérmektedir. Metastazin goriilme
sikligr ve hastanin prognozu iizerindeki etkisi goz Oniine alindig1 zaman, metastaz
gelistirme riski yliksek olan hastalarda organa sinirli kanserlerin yayilmasini 6nlemek,
hastaligi daha ileri seviyede olan hastalarda mevcut metastatik hiicreleri ortadan
kaldirmak icin yeni tedavi yontemleri gerekmektedir. Spesifik kanser tlirlerinde EMT'nin
farmakolojik hedeflemesi, boyle bir stratejiyi temsil edebilir (Davis vd., 2014).

Patolojik EMT siirecinde hiicre-hiicre adezyonu, hiicre-ekstraseliiler matriks
(ECM) adezyonu c¢oziilmeye ve hiicre polaritesini kaybetmeye baglar. Molekiillerde
azalis goriiliirken, mezenkimal hiicre adezyon molekiillerinin hiicre yiizeyinde ise artig
goriiliir. Mezenkimal-kok hiicre goriintimli invazif bir hiicreye doniisim gerceklesir.
Tiimdr hiicreleri metastazla iliskili EMT asamasinda bazal membran ve lamina propriay1
gecip bag dokuyu isgal eder ve farklilasmis olan hiicreler farklilasmamis hiicrelere
dontigiirler.  ECM  baglantisinin  kaybedilmesiyle birlikte apoptoza giren epitel
hiicrelerinin tersine tiimor hiicreleri primer tiimérden ayrilmak amaciyla mekanizmalar
gelistirirler. Bu evrelerde epitelyal hiicre-hiicre adezyonunun ana proteini olan E-kaderin
Slug, Snail, Twist ve Zeb-1/-2 gibi transkripsiyon faktorleri azalip, epitelin daha gegirgen
olmasina sebep olur. EMT siirecinde kanser hiicrelerinde E-kaderin ekspresyonu
kaybolur, de novo N-kaderin ekspresyonunda artis gergeklesir. Kanser hiicrelerinin
invazif 6zellik kazanmasinda 6nemli asamalardan biri EMT siirecindeki bu E-kaderin
ekspresyonundaki azalma ve N-kaderin ekspresyonunda artistir. E-kaderin
ekspresyonundaki yok olma epitel hiicreleri arasindaki baglantilarin, apiko-bazal hiicre
polaritesinin ve epitel doku yapisinin bozulmasina sebep olur. N-kaderin
ekspresyonundaki artisa bagli olarak ise kanser hiicrelerinin primer dokudan
serbestlesmesi ve invazif kapasite kazanmasi kolaylastirir. Tiimoriin invazifligi ve kotii
prognoz iligkili olan bu olay “kadherin degisimi” olarak isimlendirilir. Bazal membran,

integrin-aracili hiicre-matriks adezyonlarmin sinyal iletimi agsamalarinda gorev almasi
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sebebiyle invazyonda onemli bir yere sahiptir. ECM degradasyonu saglamakta olan
timor hiicreleri araciligiyla salgilanan Matriks Metaloproteinaz (MMP) proteinlerinin de
siirecte yer almasiyla ECM gegilir ve stromaya gelen timdr hiicreleri burada ¢ogalir

(Ozkara vd., 2020).

EMT oncelikle epitelyal genleri koordineli bir sekilde baskilayan ve mezenkimal
genleri aktive eden bir dizi transkripsiyon faktorii (Snail, Twist ve Zebl) ve miRNA'lar
(miR200 ailesi) ile transkripsiyonel seviyede diizenlenir (Lu ve Kang, 2019). EMT, esas
olarak Snail, Twist ve Zeb ailelerinden olan EMT aktive edici transkripsiyon faktorleri
(EMT-TF'ler) tarafindan gergeklestirili. EMT-TF'ler kanserin baglangicindan birincil
asamasina kadar ilerlemesinin tiim asamalarinda 6nemli roller alirlar (Brabletz vd., 2018).
EMT'nin klasik ozellikleri arasinda siki baglanti bilesenlerinin kaybi (6rnegin, E-
kadherin, klaudinler), kemorezistans ve kok hiicre benzeri 6zelliklerin kazanilmasi yer
alir. Fakat pratikte EMT'nin biyolojik etkileri ¢esitli ve karmagiktir. Bir tiimdr hiicresinin
EMT ile iliskili olan 6zellikleri, doku tipine, maligniteye ve mevcut spesifik EMT
sinyallerine bagli olarak degiskenlik gosterebilir (Lo ve Zhang, 2018). Farkli EMT
indiikleyicilerinin ekspresyonu ve islevi, farkli kanser tiirleri arasinda biiyiik Olcilide
farklilik gosterir ve EMT'nin kanser ilerlemesindeki kesin islevi hala aktif olarak

tartisilmaktadir (Lu ve Kang, 2019).

EMT'nin prostat, akciger, karaciger, pankreas ve meme kanserleri dahil olmak
tizere birgok farkli kanserlerin tiimor olusumundaki rolii gosterilmistir. E-kadherin ve
katenin ekspresyonunun azalmasi veya kaybi, kiiglik hiicreli dis1 akciger kanserinde
(NSCLC) olumsuz bir prognostik faktor olarak kabul edilir. Ayrica vimentin ve Snail
kiiglik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)'min malign fenotipi ile iliskilendirilmistir.
Invaziv fenotip prostat kanseri hiicresinin, E-kadherin ekspresyonunun azalmasiyla,
etkileyici derecede, lokal invazivlikle, kana yayilimla ve tedaviden sonra tiimoriin

niiksetmesiyle iligkili oldugu gosterilmistir (Ribatti, Tamma ve Annese, 2020).

EMT, kanser hiicrelerinin metastatik yayilimini kolaylastirmasinin yaninda bazi
kanserlerde tedaviye direngle iliskilidir. EMT belirtegleri olan gemsitabin, 5-florourasil
ve sisplatine direngli pankreas kanseri hiicre dizilerinde zenginlestirilmis; 5-florourasile
kars1 kemorezistans, meme kanseri hiicrelerinde mezenkimal belirteglerin ekspresyonu

ile iligkilidir ve epidermal biiylime faktorii (EGF) veya TGF-f ile EMT'ye tabi tutulmak
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tizere indiiklenen kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomu hiicreleri, sisplatin ve paklitaksele
kars1 artmis bir direng gostermektedir. EMT ayn1 zamanda hepatoseliiler ve kiiciik hiicreli
olmayan akciger karsinomlarinda tirozin kinaz inhibitorlerine ve meme kanserlerinde

hormonal tedaviye direncle de iliskilidir (Davis vd., 2014).

EMT'nin kanserde ilk tanim1 hiicre kiiltiirlerinde olmasina ragmen, in vivo roliine
iliskin kanitlar artik daha genis capta rapor edilmekte ve aymi zamanda aktif olarak

tartisitlmaktadir (Brabletz vd., 2018).

@ Primary tumor - Q E—+M
e E. Neutrophils
© Natural killer cells
© 1.Invasion @ Platelet
’ \ > —* Activated platelet

2.Intravasation

° 3.Survival
w
* A / s e

& 3 % 1
b ‘- , _ 4Arest
P78 : ‘ﬁ \ . 5.Extravasation
L
CTC cluster SingleCTCs ; ¢ ’\" @ b
7 ¥ *a ‘ k @

I !

/ 6.Colonization
(]
0 O Metastasis
(11

Kaynak: Huang vd., 2022
Sekil 2.8.Tiimor metastazinda EMT’nin Rolii



40

EMT belirteci olarak vimentin

Vimentin, meme kanseri, prostat kanseri, melanom ve akciger kanseri dahil olmak
tizere birgok epitelyal timdrde yiiksek seviyelerde eksprese edilir ve ekspresyonu, timor
biiylimesi, invazyonu, kotli prognoz i¢in belirleyicidir ve kanser tedavisi i¢in potansiyel
bir hedef olarak hizmet etmektedir (Ribatti, Tamma ve Annese, 2020). Vimentin EMT
uygulanan metastatik Oncesi hiicreler i¢in bir belirte¢ olarak da kullanilmistir ve bu
nedenle yiiksek vimentin ekspresyonu, kanserli hastalarda daha kotii sonuglarla iliskilidir
(Satelli ve Li,.2011). Meme kanseri modellerinde EMT'nin in vivo iliskisini arastiran
onemli caligmalar yapilmistir. Bir caligmada kombine immiin yetmezlik (SCID)
farelerine vimentin-negatif MDA-MB-468 meme kanseri hiicreleri enjekte ederek in vivo
bir meme EMT modeli gelistirmislerdir. Bu farelerin, vimentin pozitifliginin heterojen
bolgelerini sergileyen primer timorler gelistirdikleri ve bu vimentin pozitif hiicre
popiilasyonlarmin analizi ile diger mezenkimal genler icin zenginlesme gosterdigi
goriilmiistiir. Ek olarak, dolasimdaki tiimor hiicrelerinin de EMT belirtegleri ile arttig
bulunmustur ve bu da spontan EMT olaylarinin meme kanseri hiicrelerinin in vivo
intravazasyonunu ve metastatik yayilimini kolaylastirabilecegini gostermektedir (Davis

vd., 2014).

EMT belirteci olarak TGF-$

EMT'nin aktivasyonundan sonra, tiimor epitel hiicreleri hiicre polaritesini ve
hiicre-hiicre yapigsmasini kaybeder, go¢gmen ve istilac1 6zellikler kazanarak mezenkimal

hiicrelere doniisiirler (Ribatti, Tamma ve Annese,2020).

Karsinomlar ac¢isindan degerlendirildiginde TGF-B1, mezenkimal fenotipin
kazanilmasini, invazyonu ve metastazi destekler. Yapilan in vitro bir ¢alismada farkli
karsinom hiicre hatlarinda EMT'nin aktivasyonu i¢in iki SMAD yolunun (SMAD2-
SMAD3 ve SMAD1-SMADS) bir kombinasyonunun gerekli oldugu belirtilmistir. TGF-
B yolu, birkag farkli mekanizma yoluyla EMT'nin aktivasyonuna neden olmaktadir. TGF-
B'nin indiikledigi SMAD kompleksleri, mezenkimal genlerin (vimentin ve fibronektin)
yani sira Snail, Slug, Zeb1 ve Twist EMT-TF'leri transkripsiyonel olarak aktive eder ve
bunlar da E-kadherini baskilar (Dongre ve Weinberg, 2019). TGF-B /Smads yolunun,
EMT ile iligkili transkripsiyon faktorlerinin artis ile en giiclii EMT indiikleyicisi oldugu
gosterilmistir (Ribatti, Tamma ve Annese,2020).
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2.6 Karvakrol

Karvakrol, Origanum ve Thymus cinsleri dahil olmak iizere Lamiaceae

familyasinin esansiyel yaglarinda bulunan dogal biyoaktif bir monoterpenoid fenoldiir
(Elbe vd., 2020).

Karvakrol, antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser aktiviteleri gibi klinik
uygulamalar i¢in yararli oldugu disiiniilen genis bir biyoaktivite yelpazesi vardir.
Karvakrol'iin antimikrobiyal aktivitesi, serbest hidroksil grubunun, hidrofobikligin ve
fenol kisminin varlig1 nedeniyle ugucu yaglarda bulunan diger ugucu bilesiklerden daha
yiiksektir. Karvakrol, lipofilik 6zellikleri bulunmaktadir. Oda sicakliginda (25 °C) 0.976
g/ml yogunlugu vardir. Suda ¢oziinmezken etanol, aseton ve dietil eterde yiiksek oranda

¢ozlinebilmektedir (Mehdi,2011).

Karvakrol genel olarak giivenli bir gida katki maddesi olarak kabul edilmekte ve
firnlanmis yiyeceklerde, tatlilarda, igeceklerde ve sakizlarda tatlandirict madde olarak
kullanilmaktadir (Mehdi vd., 2011). Karvakrol 6zellikle tatlandirict ve antimikrobiyal
aktivitelere sahip olmasi sebebiyle, dogal bir gida koruyucusu olarak 6nerilmistir. Ayrica
Zataria multiflora Boiss, Satureja hortensis ve Origanum vulgare'den elde edilen bitki
ekstraktlarinin ana bileseni olan karvakrol, bagisiklik sistemini iyilestirir ve bu bitkilerin
antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar ve antikanser 6zellikler kazanmasinda rol

oynar (Mehdi,2011).

Insan hepatoma hiicreleri, insan kolon hiicreleri Caco-2 ve akciger hiicreleri V79
kullanilarak gerceklestirilen caligmalarda karvakrol ve timol’tin DNA kirilmasi
yapmadigi, hidrojen peroksitle olusturulan DNA kiriklarina kars1 biiyiik oranda koruma
sagladig1 tespit edilmistir (Baser, 2022). Yapilan c¢aligmalar sonucu, kolon kanseri
hiicrelerinde antioksidan ve anti-inflamatuar islevlere sahip oldugu goriilmiistiir.
PI3K/Akt'in yan1 sira MAPK yollarini hedef alarak prostat kanseri hiicrelerinin malign
biyolojik davranislarmni iyilestirdigi tespit edilmistir (Luo vd., 2016). Onceki ¢alismalarda
karvakroliin karaciger, akciger, kolon ve meme kanseri hiicre dizileri tizerinde
antiproliferatif bir etkisi oldugu bildirilmistir (Elbe vd., 2020). Karvakrol'iin Nrf2-Keapl
yolu ile iliskili proliferasyonu, inflamasyonu ve migrasyonu inhibe ederek anti-OSCC

etkileri gosterdigi bildirilmistir (Liu vd., 2021). Cesitli ¢alismalar, karvakroliin matriks
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metaloproteaz 2 ve 9'un ekspresyonlarini azaltarak malign hiicrelere kars1 antikanser

etkiye sahip oldugu bildirmistir (Bayir, Kiziltan ve Kogyigit vd., 2019).

Karvakrol mikroorganizmalar arasinda Escherichia coli, Salmonella ve Bacillus
cereus gibi gida kaynakli patojenlere kars1 etki gosterir. Bunlarin biiylimelerini ve toksin
tiretimini Onler. Ayrica mantarlara karsi da etkilidir ve Candida gibi biyofilmlerin
olusumunu engeller. Bu antimikrobiyal aktivite hem s1vi hem de gaz fazda gosterilmistir.
Karvakroliin antioksidan etkileri yalnmizca in vitro olarak degil ayrica pankreatit,
hepatotoksisite ve karaciger kanseri hayvan modellerinde de gosterilmistir. Cok sayida
calisma, karvakroliin ayrica kaspaz-3, PARP ve Bcl-2 gen ekspresyonunun apoptoz
mekanizmalarinda ifade edilebilecegi, esas olarak in vitro olarak giiclii bir antikanser
aktivitesi sergileyebilecegini gdstermistir. Ancak hayvan modelleriyle ilgili az sayida
rapor bulunmaktadir ve daha fazla calimaya ihtiya¢ vardir. Biyoyararlaniminm
degerlendirmek, aktif formlarini ve hedef dokularini anlamak i¢in karvakrol iizerinde

insan ¢aligmalarina ihtiya¢ vardir (Mehdi,2011).
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3. YONTEM

3.1. Arastirma Modeli

Bu c¢alisma karvakrolin SKOV-3 insan over kanseri hiicrelerinin EMT
potansiyeline olan etkilerini belirleyip, vimentin ve TGF-B belirtegleri tizerindeki
etkilerini incelemek amaciyla yapilmistir. Calisma in vitro bir arastirma olarak Mugla
Sitk1 Kogman Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ana bilim Dali hiicre

kiiltiirti laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.2. Arastirma Evren ve Orneklemi/Arastirma Materyali

Karvakroliin SKOV-3 hiicrelerinde epitelyal- mezenkimal gegise etkilerini
inceleyen bu ¢aligmada kullanilan hiicre hatti, Mugla Sitki Kogman Universitesi Tip

Fakdiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali hiicre stoklarindan temin edildi.

SKOV-3 hiicre besiyeri olarak; %10 FBS (Fetal Bovin Serum), 100 L.U./mL
penicillin-100 ug/mL streptomycin, 2 mM L-Glutamin ve 25 mM HEPES i¢eren RPMI
1640 kullanildi. Hiicreler 37°C, %5 CO2 ve %90 <nem kosullarini saglayan inkiibator
icerisinde kiiltiire edildi. Kiltiir kabi tabanina yapisan hiicreler % 80-90 konfluent
oluncaya kadar iki giinde bir besiyerleri degistirilerek idame ettirildi. Konfluent hale
gelen hiicrelerin pasajlanmasi i¢in belirtilen basamaklar sirasiyla gerceklestirildi.
Hiicreler % 0.25 Tripsin-EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) soliisyonu kullanilarak
kiiltiir kab1 tabanindan ayrildi. Tripsin-EDTA’ nin etkisini nétralize etmek i¢in serumlu
besiyeri eklenerek 300 g’ de 5 dakika santrifiij edildi. Ardindan supernatant atilarak pellet
topland1. Hiicre pelletine taze besiyeri eklendikten sonra 5X102 hiicre / cm? yogunlukta
yeni kiiltlir kaplarina ekilerek ve inkiibatore kaldirildi. Uygun pasaja kadar yeterli
miktarda ¢ogaltilan hiicreler dondurulduktan sonra -80°C ultra derin dondurucu ve azot
tank igerisinde stoklandi. Hiicreler 9 birim FBS ve 1 birim dimetil siilfoksitten (DMSO)

olusan soliisyon igerisinde donduruldu.

Dort milimolar karvakrol stok soliisyonu hazirlandi. Stok soliisyonu hazirlanirken
54 pL DMSO iizerine 5 pL karvakrol eklenip ¢ozdiiriildii ve 8 mL besiyeri eklendi.
Uygun dozlarda seyreltildi. Kiiltiir kaplarina ekilen hiicreler gece boyu (24 saat) inkiibe

edildi. Sonrasinda kontrol ve deney gruplari olusturuldu.
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Grup 1: Kontrol grubu: Karvakrol (0 uM): SKOV-3 hiicrelerine higbir uygulama
yapilmadi.

Grup 2: DMSO kontrol grubu: SKOV-3 hiicreleri % 0.2 DMSO’ lu besiyeri
i¢cerisinde 24 saat inkiibe edildi.

Grup 3: 50 uM Karvakrol grubu: SKOV-3 hiicreleri 50 uM Karvakrol
uygulanarak 24 saat inkiibe edildi.

Grup 4: 100 uM Karvakrol grubu: SKOV-3 hiicrelerinde 100 uM Karvakrol
uygulanarak 24 saat inkiibe edildi.

Grup 5: 200 uM Karvakrol grubu: SKOV-3 hiicrelerinde 200 uM Karvakrol
uygulanarak 24 saat inkiibe edildi.

Grup 6: 400 puM Karvakrol grubu: SKOV-3 hiicrelerinde 400 pM Karvakrol
uygulanarak 24 saat inkiibe edildi.

Grup 7: 600 uM Karvakrol grubu: SKOV-3 hiicrelerinde 600 uM Karvakrol
uygulanarak 24 saat inkiibe edildi.

Grup 8: 800 uM Karvakrol grubu: SKOV-3 hiicrelerinde 800 pM Karvakrol
uygulanarak 24 saat inkiibe edildi.

Grup 9: 1000 uM Karvakrol grubu: SKOV-3 hiicrelerinde 1000 uM Karvakrol
uygulanarak 24 saat inkiibe edildi.

Yukaridaki gruplar ile gergeklestirilen WST analizi sonucunda immiinfloresan
boyama ve yara iyilesme analizlerinde karvakroliin 24. saatte belirlenen ICso degeri
kullanilmistir. Bunun sebebi karvakroliin dokulardaki tahmini yar1 6mriiniin 16.9 ila 25
saat arasinda (Ferreira vd., 2018) olmasidir. Ayrica ikinci karvakrol uygulama grubunda
ICs0 degerinin % 10° u kullanilmistir. Bunun sebebi ise hiicre dliimleri azaldiginda EMT
belirteglerinde (TGF-B ve vimentin) nasil bir degisimin olacagmin arastirilmak

istenmesidir.

3.3. Veri Toplama Araclar
3.3.1. WST-1 Hiicre Canlhihik Analizi

Deney gruplar1 olusturulduktan sonra hiicre canliliklarinin kolorimetrik olarak
belirlenmesi i¢in WST-1 analizi kullanildi. Doksan alt1 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her
kuyucuguna 1X104 / kuyucuk SKOV-3 hiicresi ekilerek, 24 saat SKOV-3 besiyeri ile
37°C, % 5 CO2 ve % 90 < nem kosullarinda kiiltiire edildi. Ardindan her kuyucuga deney

gruplarina uygun besiyerlerinden 100 pl eklenerek deney gruplar1 olusturuldu. Deneyler
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sonlandirildiktan sonra kiiltiir kabinin her kuyucuguna, 10 pl WST-1 ¢ozeltisi eklendi ve
3 saat 37° C, % 5 CO2 ve % 90 < nem kosullarinda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimleri gerceklestirildi. Referans dalga boyu olarak
650 nm kullanildi. Deneyler 2 tekrarli olarak calisildi. Hesaplamalar i¢in “(Absorbans
450 nm — Absorbans 650 nm) — Absorbans kor” formiilii kullanildi. Degerler pozitif
kontrol ile kiyaslanarak yiizde canlilik elde edildi. Microsoft Excel programi yardimi ile

uygulanan doz ve % hiicre canlilik grafigi olusturuldu (Li vd., 2021).

3.3.2. Vimentin ve TGF-p immiinfloresan Boyama

Yirmi dort kuyucuklu kiiltiir kabina 12 mm c¢apinda steril yuvarlak lameller
yerlestirilerek, hiicreler 5x104 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 12 milimetrelik yuvarlak
lameller tizerine ekildi. Yirmi dort saat 37° C, % 5 CO2 ve % 90 < nem kosullarinda
kiiltiivasyon sonrasinda deney gruplari olusturuldu. Deneyler sonlandirildiktan sonra
kuyucuklar bir defa steril PBS ile yikanarak % 4’ liikk paraformaldehit ile oda sicakliginda
2 saat fikse edildi. Fiksasyondan sonra 3 kez 5 dakika PBS ile yikanarak ve % 0.1’ lik
Triton-X 100 ile + 4° C’ de 10 dakika inkiibe edilerek permeabilizasyon gergeklestirildi.
Yirmi dakika protein blok uygulandiktan sonra, yikama yapmadan 1/100 diliisyonda anti-
vimentin ve anti-TGF-B antikorlar1 ile +4°C” de 1 gece inkiibe edildi. Ertesi giin 3 defa
PBS ile yikandiktan sonra uygun sekonder antikor-FITC eklenerek +4° C’de 1 saat
bekletildi. Tekrar 3 kez 5 dakika PBS ile yikandi ve DAPI boyas: igeren mounting
medium ile kapatilarak Olympus BX 50 (Olympus, Tokyo, Japan) marka floresan
mikroskopta goriintiilendi. Deneyler birbirinden bagimsiz 3 paralel olacak sekilde
calisildi. Hiicreler 10 farkli alanda 40X biiyiitmede fotograflandi ve floresan 1sima
yogunluklar diizeltilmis total hiicre floresan1 (CTCF) degeri olarak hesaplandi (Karam
vd., 2019).

CTCF (Diizenlenmis Total Hiicre Floresani1) degerinin hesaplanmasi

CTFC degeri, 40X biiylitmede ¢ekilen floresan mikroskop fotograflarindan
ImageJ Version 1.54g (Wayne Rasband National Institues of Health, USA) ve Microsoft
Excel 2016 (Microsoft®, USA) programlari kullanilarak belirlendi.

Formiil 1. CTCF hesaplamalari i¢in kullanilan formiil
CTCF = Integrated Density- (Area of selected cell x Mean fluorescence of

background readings)
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Her deney grubundan toplan 6 CTCF degeri ile istatistiksel analizler
gerceklestirildi (Yigitturk vd., 2022).

3.3.3. in Vitro Yara Modeli Analizi

Alt1 kuyucuklu kiiltiir kabinin kuyucuklarina ekilen SKOV-3 hiicreleri gece boyu
(24 saat) inkiibe edilerek monolayer hiicre tabakasi elde edildi. Hiicre tabakas steril bir
pipet ucu (10-100 pl sar1 ug) yardimiyla bir bastan diger basa tek hamlede ¢izilmesiyle in
vitro yara modeli olusturuldu. Cizme islemi sirasinda ylizeyden kalkan hiicreleri
uzaklastirmak i¢in iistteki besiyeri uzaklastirilarak, steril PBS ile yikandiktan sonra yeni
besiyeri eklenerek deney gruplari olusturuldu. Yara olusturulan alan invert mikroskopta
(Zeiss Primovert), 4X biiylitmede goriintiilenerek, 0. saat (yara modeli olusturulduktan
hemen sonra), 6. saat ve 24. saatte fotograflandi. Her kuyucuktan 3 goriintii alind1. Image

J goriintii analiz programi kullanilarak yara alanlar1 pixel? olarak hesapland.

Formiil 2. Yara kapanma oraninin hesaplanmasi i¢in kullanilan formiil
Yara kapanma oran1 = [(Ato — Aty) / Atg)] x 100
Ato= 0. saatteki yara alani

Atyx= x. saatteki yara alan1 (Yara alanlar1 6. ve 24. saatlerde 6l¢iildii)

Olgiimler 3 paralelli olarak gerceklestirilmis ve elde edilen 3 degerin ortalamasi
alinmugtir (Felice vd., 2015).

3.4. Veri Toplama Siireci

Calisma, Mugla Sitk1 Kogman Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Ana Bilim Dali hiicre kiiltiirii laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Calismanin laboratuvar deneyleri 40 is giinii stirmistiir. Veriler WST-1 hiicre
canlilig1 analizi, vimentin ve TGF-f immiinfloresan boyama ve in vitro yara modeli

analizi ile toplanmis Ve istatistik analizleri yapilmistir.
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Deney gruplart arasindaki hiicre canliliklar1 karsilastirmali olarak incelenmistir.

Deneyler birbirinden bagimsiz 2 tekrar olarak yapildi. Gruplara ait ortalama hiicre

canlilig1 degerleri Students' t testi kullanilarak karsilastirildi. Verilerin kaydedilmesi ve
istatistiksel analizler “SPSS 17.0 for Windows” (SPSS Inc., Chicago, Illinois, ABD)

yazilimi kullanilarak yapildi. Veriler aritmetik ortalama + standart hata (SE) olarak ifade

edildi. Istatiksel anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edildi.



48

3.7. Etik Onay

Calismamizda etik onay gerekmemektedir.

3.8. Arastirmanin Smirhhklar

Bu caligmada karvakrol SKOV-3 insan over kanseri hiicrelerine uygulayarak
vimentin ve TGF-B belirtegleri kullanilarak ve yara alaninda hiicre gogalmasina bagli
kapanma oranm1 ve buna EMT potansiyelini belirlenmis, karvakroliin SKOV-3 hiicre
canlilig1 lizerindeki etkisini incelenmistir. Karvakroliin sebep oldugu EMT inhibisyonu
direkt olarak TGF-B ve vimentin ifadesindeki azalma ile iliskilendirilse de farkli sinyal
yollart ve molekiillerin etkileri de s6z konusu olabilir. Mekanizmanin tam olarak
anlasilabilmesi i¢in genis Olcekli EMT belirtegleri ile tarama yapilmasi gerekmektedir.
Calismamizda inceledigimiz EMT belirteclerinin kisithiligi arastirmanin gelistirilmesi
gereken yoniidiir. Basta in vivo modeller {izerinden gergeklestirilecek arastirmalar olmak
tizere farkli karvakrol doz ve siirelerinde molekiiler diizeyde ¢aligmalarin planlanmasina

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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4. BULGULAR

4.1. WST Analizi ile Karvakrol 1Cso Bulgulari

WST-1 testi ile karvakrol sitotoksitesi absorbans sonuglari degerlendirilmistir.
SKOV- 3 insan over kanseri hiicrelerine 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/ul
karvakrol uygulamasindan 24 saat sonra WST-1 analizleri yapilip ICso dozu belirlenmistir
(Sekil 4.1, Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Karvakrol konsantrasyonuna bagh (%) SKOV-3 hiicre canlilig: tablosu

Gruplar oD % Canhhk
Kontrol 3.315 100
DMSO 3.261 100
50 3.240 99.34069304
100 3.051 93.56025759
200 2.637 80.86476541
400 1.409 43.20760503
600 0.122 3.725850966
800 0.114 3.495860166

1000 0.136 4.170499847
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WST-1

L AN

anlilik

N
* e

Max — Min 05.7787 + 2.4604

Y=Min + ———— Y=.24604 -
f X Hill coefficient I+( X

1C50 361.5513

Sekil 4.1. Karvakrol konsantrasyonuna bagh (%) SKOV-3 hiicre canhlik grafigi ve
ICS50 hesaplamasi

4.2 Anti-vimentin ve Anti-TGF-p immiinfloresan Boyama Sonuclari

Kontrol, DMSO, C1 ve C2 (ICso degerinin %10’ u) gruplarinin 24. saat sonunda
anti-vimentin immiinfloresan boyamasi Sekil 4.2°’de gosterilmistir. Floresan 1sima
yogunlugu CTCF degeri olarak hesaplanarak Tablo 4.2’te gosterilmistir. Anti-vimentin
boyamasinda, floresan 1s1ma agirlikli olarak SKOV-3 hiicrelerinin periniikleer bolgesinde
olmak tizere (periniikleer halka) tiim sitoplazmada gozlenmistir. Kontrol, DMSO ve C2
gruplarin CTCF degerleri karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark gézlenememistir.
C1l grubu CTCF degerinin kontrol grubu (p<0.05) ve DMSO grubu (p<0.01) ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu izlenmektedir.

Kontrol, DMSO, C1 ve C2 gruplarinin 24. saat sonunda Anti-TGF-§
immiinfloresan boyamasi Sekil 4.3’te gosterilmistir. Floresan 1s1ma yogunlugu CTCF
degeri olarak hesaplanarak Tablo 4.2’de gosterilmistir. Anti-TGF-f boyamasinda
floresan 1s1ma agirlikli olarak SKOV-3 hiicrelerinin sitoplazma ve niikleusunda
gozlenmistir. Fakat sitoplazmik boyama niikleer boyamada ¢ok daha yogundur. Floresan
1s1ma bolgeleri agirlikli olarak graniil kiimeleri seklinde gézlenmektedir. Kontrol, DMSO
ve C2 gruplarin CTCF degerleri karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark
gozlenememistir. C1 grubu CTCF degerinin kontrol grubu (p<0.05) ve DMSO grubu
(p<0.01) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu izlenmektedir.



Kontrol DMSO

Sekil 4.2. Deney gruplarina ait anti-vimentin immiinfloresan boyamasi. X40

o1
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Kontrol DMSO

[y
N

Sekil 4.3. Deney gruplarina ait anti-TGF-p immiinfloresan boyamalari. X40
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Tablo 4.2. Deney gruplarmimm anti-vimentin ve anti-TGF-f immiinfloresan
boyalarma ait CTCF degerleri

Gruplar VIMENTIN TGF-p

Kontrol 1175994.79 + 128720.02 72598133 + 92686.31

DMSO 116306350 + 92514.03 70755078 + 48635.79
C1 60217152 + 34971.62 a, b 25800668 +24916.29 a, b
C2 72984331 + 28642.37 49096748 + 26062.20

Aritmetik ortalama + SEM, #p<0.05 Grup 3 vs Grup 1, °p<0.01 Grup 3 vs Grup2
4.3.Yara iyilesme Analizi Sonuclar:

Kontrol, DMSO, C1 ve C2 gruplarinin 0., 6. ve 24. saatlerdeki yara alanlar1 Sekil
4.4°te gosterilmistir. Bu alanlara ait yara kapanma oranlart Tablo 4.3’te verilmistir.
Kontrol grubunda 6. saatte yara kapanma oran1 % 15.88 iken 24. saatte % 34.96° dur.
DMSO grubunda yara kapanma orani 6. saatte % 7.41 iken 24. saatte 35.33” diir. Bu iki
grupta 24. saatlerde yara kapanma oranlar1 benzer sekilde artmistir. Karvakrol uygulanan
gruplardan C1’ de 6. saatte yara kapanma oran1 % - 3.51 iken 24. saatte % -7.61’dir. C2
grubunda yara kapanma orani 6. saatte % -2.25 iken 24. saatte % 19.69’ dur. Her iki
grupta da gozlenen negatif degerler hiicre inhibisyonunu (yara alaninin kapanmayip hiicre
olimii sebepli agildigini) gostermektedir. Negatif yilizdelerde rakam degeri biiytlidiikge
inhibisyon artmaktadir. En yiiksek hiicre inhibisyon degeri C1 grubunun 24. saatinde elde

edilmistir.

Tablo 4.3. Deney gruplarinin 6. ve 24. saatlerdeki (%) yara alam kapanma oranlari

Gruplar 6. saatte yara kapanma oram (%) 24 saatte yara kapanma orani

(%)
Kontrol 15.88 34.96
DMSO 7.41 35.33
C1 -3.51 -7.61

C2 -2.25 19.69
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Kontrol DMSO

0. Saat

6. Saat

24. Saat

0. Saat

6. Saat

24. Saat

Hiicre icermeyen yara alanlari siyah diiz ¢izgiler arasinda kalmaktadir.

Sekil 4.4. Yara iyilesme analizi fotograflari. Deney gruplarimin 0., 6. ve 24.
saatlerdeki yara (cizik) alanlar1. X4
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5. TARTISMA

Over kanseri, kadinlarda jinekolojik malign tiimorler arasinda diinya ¢apindaki en
oliimciil tiirdiir ve her yil insidansinda artis goriilmektedir. Bu kanser tipleri kendine 6zgii
biyolojileri ve tedaviye verdikleri yanitlara gore alt tiirlere ayrilirlar (Zamwar ve
Anjankar, 2022). Epitelyal over kanserlerinin sebepleri tam olarak anlasilamamakla
birlikte, hiicresel diizeyde genetik hasarlarin birikimi sonucunda ortaya ¢iktigi
distiniilmektedir. Fakat bu hasarlarin ortaya ¢ikis sebepleri tam olarak tanimlanamamigtir

(Ho, 2003).

Arastirmacilar son yillarda, kanser tiplerine 6zel yeni ilaglarin gelistirilmesi igin
tibbi bitkilerin biyolojik olarak aktif olan tiirevlerine yogunlagsmiglardir (Singh, Lugman
ve Meena, 2023). Bitki kaynakli maddeler, ¢cok yonlii uygulamalari nedeniyle son
zamanlarda biiyiik ilgi gédrmeye baslamistir (Khan vd., 2010). Kekik esansiyel yaglarinin
in vitro antikarsinojenik 6zellikleri ile ilgili yapilan ¢alismalarin sonuglari oldukga dikkat
cekicidir. Karvakroliin anti-kanserojen, anti-genotoksik, anti-oksidan ve anti-inflamatuar

aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir (Singh, Lugman ve Meena, 2023).

Yapilan bir ¢alismada karvakroliin HCT116 ve LoVo kolon kanseri hiicre hatlari
tizerinde antikarsinojenik etkilere sahip oldugunu bildirmistir (Fan vd., 2015).
Karvakroliin, A549 akciger kanseri hiicre hattinda 250, 500 ve 1000 molar
konsantrasyonlarda hiicre bilylimesini doza bagli olarak inhibe ettigi bulunmustur
(Koparal ve Zeytinoglu,2003). Karvakrol K562 kronik miyeloid 16semi hiicreleri, B16
murin melanoma hiicreleri ve MDA-MB 231 insan metastatik meme kanseri hiicre hatlar
tizerinde anti-proliferatif 6zellikler gosterilmistir (Arunasree, 2010; Mehdi vd.,2011).
Cesitli raporlar, karvakroliin matriks metaloproteaz 2 ve 9'un ekspresyonunu azaltarak
hiicre invazyonunu bloke ettigini ortaya ¢ikarmistir (Fan vd., 2015). Mehdi ve ark.
calismalarinda kavakroliin serviks kanseri hiicre hatlar1 olan HeLa ve SiHa hiicrelerinin

proliferasyonunu inhibe ettigini bildirilmistir (Mehdi vd., 2011).

H1299 kiictik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerine 25-1000 uM arasinda
uygulanan karvakroliin hiicrelerin canliligini azalttigi belirtilmistir. 24 ve 48 saat

inkiibasyon sonrasi elde edilen ICsp degerleri sirasiyla 380 uM ve 244 uM olarak tespit
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edilmistir. Karvakroliin sitotoksik ve antioksidan etkiler sergiledigi belirtilmistir (Ozkan
ve Erdogan, 2012). Bir diger ¢calismada karvakroliin orta derecede sitotoksisite ile anti-
timoral etkiler gosterdigi belirtilmistir. B16-F10 melanoma hiicrelerinde karvakroliin 24
saatlik 1Cso degeri 550 pM olarak bulunmustur (Satooka, ve Kubo, 2012). HepG2
hepatoselliller karsinoma hiicre hattinin 24 saatlik 1Cso degeri 425 uM olarak
bulunmustur. Karvakroliin apoptozu indiikledigi ve kanser hiicrelerine karsi anti-tiimoral
bir molekiil olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (MeluSova, Jantova ve Horvathova,
2015). Farkli bir ¢alismada ise HepG2 hepatoselliiler karsinoma ve Caco-2 kolorektal
adenokarsinoma hiicre hatlari tizerinde karvakroliin 24 saatlik 1Csp degerleri sirasiyla 350
uM ve 600 uM olarak bulunmustur. Karvakroliin hiicre proliferasyonunda azalmaya
sebep oldugu anti-proliferatif ve antioksidan etkileri gosterdigi bildirilmistir (Slamenova
vd., 2007). U87 glioblastoma ve MDA-MB 231 meme kanseri hiicrelerine karvakrol
uygulanip 24 saat sonra MTT analizi ile ICso degerleri sirastyla 322 uM ve 199 uM olarak
tespit edilmistir. Karvakroliin, meme kanseri hiicre hattina karsi antikanser ve
antiproliferatif aktivite gosterdigi belirtilmistir (Baranauskaite vd., 2017). Farkli bir
calismada MDA-MB 231 hiicrelerinin ICso degeri 48. saatte 100 mM oldugu
belirlenmistir (Arunasree, 2010). Yapilan bir ¢alismada karvakrol uygulamasinin hiicre
proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu baskilayarak in vitro anti-prostatik
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada PC-3 ve DU 145 hiicrelerine 250-1000
uM konsantrasyonlar1 arasinda karvakrol uygulanmis 24 saat inkiibasyon sonrasi ICso
degerleri sirasiyla 498.3 £ 12.2 uM ve 430.6 £ 21.9 uM olarak bulunmustur (Luo vd.,
2016).

Elbe ve ark. ¢alismalarinda karvakrolin SKOV-3 over kanseri hiicrelerinin
canliligin1 doza ve zamana bagl olarak azalttigin1 gostermistir. 1Cso degeri 322.50 pM
olarak bulunmustur (Elbe vd., 2020). Belirtilen arastirma bizim g¢alismamiz ile ayni
laboratuvarda gergeklestirilmistir. Fakat metodolojide farkliliklar bulunmaktadir.
Calisgmamizda hiicre canliligi tespitinde WST analizi kullanilirken Elbe ve ark.
calismasinda MTT analizi kullanilmistir. Buna ragmen karvakroliin 24 saatlik 1Cso
dozlarinin birbirine olduk¢a yakin oldugu goriilmektedir (¢alismamizda bulunan 1Cso:
361.5 uM). Buldugumuz ICso degeri karvakroliin farkli kanser hiicrelerindeki 1Cso
degerlerine gore farklilik gostermektedir. Kanser hiicre hatlar1 ile yapilan ¢alismalarin
geneli incelendiginde, karvakroliin ICsp degerinin 90-125 mM arasinda degistigi
goriilmektedir (Arunasree, 2010). Farkli hiicrelerde birbirinden farkli 1Cso degerlerinin
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bulunmasinin sebebi olarak; her kanser hiicresinin sitotoksik molekiillere duyarliliginin
kendine 6zgii olmasindan kaynaklandig1 diisiincesindeyiz. Bu duyarlilik; i) hiicre ylizey
reseptOrlerinin veya sayisinin farkliligindan, ii) gen ekspresyonlariin veya epigenetik
modifikasyonlarin farkliligindan gergeklesebilir. Hatta bu mekanizmalar sayesinden ilag
duyarhiliklar1 ayn1 kanser tipinde hastadan hastaya veya bir timor hiicre popiilasyonu

icerisinde hiicreden hiicreye bile degiskenlik gosterebilmektedir.

Kanser hiicrelerinin EMT yoluyla oldukga proliferatif ve nispeten hareketsiz bir
epitelyal fenotipten daha invazif bir hiicre tipine gegcisinin, timor metastazinda 6nemli bir
role sahip oldugu giderek daha fazla kabul edilmektedir (Davis vd., 2014). EMT'nin
kanser ilerlemesindeki kesin rolii aktif olarak tartisiimaktadir (Lu ve Kang, 2019). Meme
ve cilt kanserlerine yonelik fare modellerini kullanan c¢alismalar, EMT yolaklarinin
aktivasyonunun, primer timor hiicrelerinin akcigerlere yayilmasi i¢in énemli bir yol
oldugunu gostermistir. Yayilmis hiicrelerin daha sonra EMT’yi tersine gevirerek
makroskobik tiimorler olusturmak icin tekrar epitelyal 6zellikler kazandig1 gosterilmistir
(Ribatti, Tamma ve Annese,2020). Liu ve ark. karvakroliin, CAL-27 oral skuamoz
hiicreli karsinoma hiicrelerinde ¢ogalma, invazyon ve EMT yolunu inhibe ettigini rapor
etmistir (Liu vd., 2021). Bu ¢alismada 12.5 uM karvakrol konsantrasyonu kullanilmistir.
Karvakrol’tin vimentin, N-kadherin ve E-kadherin ekspresyonunu azalttigi goriilmiistiir.

Dolayistyla karvakroliin, EMT yi inhibe edebilecegi sonucuna varilmustir.

Vimentinin, kanser hiicrelerinin go¢iinii ve hiicre yapismasini diizenlemesi sebebi
ile, kanser progresyonunda onemli bir faktor oldugu bilinmektedir. Asir1 ekspresyonu
prostat, gastrointestinal sistem, meme ve diger bir¢ok kanserde rapor edilmistir.
Vimentin, EMT sirasinda meydana gelen hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesine
katilarak ve EMT iliskili sinyal yollarini1 diizenleyerek metastaz1 tesvik etmektedir (Wu
vd., 2018). EMT i¢in kanonik bir mezenkimal belirte¢ olarak taninmaktadir. Cesitli
aragtirmalar, vimentinin meme kanseri, mide kanseri ve prostat kanseri gibi insan
epitelyal kanserlerinde asir1 eksprese edildigini ve kotii prognoz ile yakindan baglantili
oldugunu gostermistir (Chaw vd., 2012). Bir calismada siddetli kombine immiin
yetmezlige (SCID) sahip farelere vimentin-negatif MDA-MB-468 meme Kkanseri
hiicreleri enjekte ederek in vivo tiimoér modeli olusturulmustur. Bu fareler, heterojen
vimentin pozitifligi sergileyen primer tiimorler gelistirmislerdir. Ek olarak, dolagimdaki

timor hiicrelerinin de EMT belirtecleri ile zenginlestigi goriilmiistiir. Bu sonuglar
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EMT’nin meme kanseri hiicrelerinin intravazasyonunu ve metastatik yayilimini
kolaylagtirabilecegini gostermektedir (Bonnomet vd., 2012). Mezenkimal bir belirteg
olan vimentin ekspresyonu arttik¢a kanser progresyonu, patolojik evreleri ve bolgesel
lenf nodlarina metastazin arttig1 goériilmiistiir. Ayrica damar invazyonu olan kanserlerde
vimentin artig1 bildirilmis, metastaz ve invazyona paralel olarak vimentin artis1 ortaya
konulmustur (Niknami, 2020). Gegctigimiz birka¢ yilda, vimentinin primer kanser
hiicrelerinin  sitoplazmasinda lokalize oldugu bulunmustur. Su anda klinik tiimor
dokularindaki vimentin g¢ekirdekleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Yapilan bir
calismada glioblastoma multiforme (GBM) hiicre hatlarinda niikleer bir bilesen olarak
vimentinin (vimentin354) lokalizasyonunu immiinopresipitasyon ve proteomik analizle
tanimlanmistir (Wang vd., 2010). Ayrica vimentinin p21 transkripsiyonunu diizenledigini
ve insan noroblastoma hiicre hatlarinin niikleusunda eksprese edildigini bildirmistir
(Mergui vd., 2010). Bir calismada vimentinin agirlikli olarak tiimor hiicrelerinin
niikleuslarinda, 6zellikle de tiimoriin invaziv bolgesinde lokalize oldugu, buna karsin
tiimdr hiicrelerinin sitoplazmasinda ekspresyonun nadiren tespit edildigi (sirastyla %53.3
ve %13.1) gozlendi. Benzer bir ¢aligmada, vimentin ekspresyonunun agirlikli olarak
papiller tiroid karsinomu hiicrelerinin sitoplazmasinin subniikleer ve bazal kisminda
oldugu rapor edilmistir (Liu vd., 2011). Calismamizda vimentin floresan boyamas1 diger
caligmalara benzer sekilde basta SKOV-3 hiicrelerinin periniikleer bélgesi olmak tizere

tiim sitoplazmada gbzlenmistir.

Calismamizda karvakroliin SKOV-3 insan over kanseri hiicrelerinde EMT iizerine
etkilerini incelemek i¢in kullandigimiz belirte¢lerden biri de vimentindir. Vimentin
seviyesindeki azalis nedeniyle Onceki calismaya benzer sekilde, karvakrolin EMT

potansiyelinde azalmaya neden olabilecegini diisiinmekteyiz.

TGF-B, EMT'yi indiikleyen dikkat gekici bir belirtectir (Derynck, Muthusamy ve
Saeteurn. 2014). TGF-B'nin indiikledigi EMT, epitelyal belirtegte (E-kadherin) bir azalma
ve mezenkimal belirteclerde (N-kadherin, fibronektin, vimentin, Slug ve Snail) bir
indiiksiyonla gosterilmistir (Kim vd., 2020). TGF- bagimli EMT i¢in JAK/STAT3
yolunun gerekli oldugu ve akciger kanserinde IL-6/JAK/STAT3 ile TGFB/SMAD
yollarinin sinerjitik olarak EMT yi uyardiklar1 bildirmislerdir (Liu vd., 2014). Yapilan bir
calismada TGF B1’in Slug, Snail ve B-kateninin ekspresyonunu ve over kanseri

hiicrelerinde lokalizasyonlarimi artirdigi goriilmiistiir (Hou vd., 2016). EMT siirecinin
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tipik Ozellikleri arasinda, E-kadherin gibi epitelyal belirteclerin ekspresyonunun
azalmasi, vimentin dahil mezenkimal belirteglerin artist ve hiicre dis1 matrisleri
parcaladigi bilinen ¢esitli proteazlarin salgilanmasi yer alir (Da Silva vd., 2015). Yapilan
bir ¢alismada karvakroliin, TGF-f sinyal yolunun inhibisyonuna sebep oldugu ve TGF-3
gen ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (Mohseni, vd., 2019).

Immiin boyamalar kullanilmus literatiir calismalarinda, TGF-B’nin hiicrenin hem
sitoplazma hem de niikleusunda lokalize oldugu goézlenmistir (Javle vd., 2014).
Wormstone ve ark. ise sadece sitoplazmada yogun bir boyama tespit etmistir (Wormstone
vd., 2004). Calismamizda TGF-p floresan boyamas1 SKOV-3 hiicrelerinin sitoplazma ve

nikleusunda izlenmektedir.

Calismamizda karvakrol uygulamasinin vimentinde oldugu gibi TGF-p boyama
yogunlugunda da azalisa sebep olmasi nedeniyle EMT potansiyelinde azalmaya neden
olabilecegini  dlistinmekteyiz.  Literatiirlerde  karvakrolin ~ EMT  baskilayici
mekanizmasina bakildiginda Li ve ark.’nin (2021) bu inhibisyonunu Nrf2 (niikleer faktor
eritroid 2 ile iliskili faktor 2) transkripsiyon faktorii blokaji ile liskilendirdigi
goriilmektedir (Liu vd., 2021). Nrf2 inhibitori kullanilarak veya Nrf2 geni susturularak
yapilan deneylerde hiicre go¢iiniin azaldigi goriilmiistiir. Sonu¢ olarak Nrf2 yikimi
velveya Kkarvakrol tedavisinin, go¢ eden hiicrelerin sayisini  6nemli azalttigi
kanitlanmistir. Caligmamizda olusturulan yara modelinde karvakrolin  EMT
potansiyelinde azalmaya sebep oldugu sonucu elde edilmistir. Bu azalmaya sebep olan

mekanizma belirttigimiz arastirmaya benzer sekilde Nrf2 yolu blokaj1 lizerinden olabilir.

Yaralarin yeniden epitelizasyonu, hasarli bolge cevresinde ve/veya iginde
keratinositlerin toplu gogiinii, cogalmasini ve farklilagsmasini icermektedir (Haensel ve
Dai, 2018). Hem in vitro hem de in vivo deneylerde, yara merkezine dogru gogiin
baslangicindan 6nce, komsu keratinositlerin travma sonrasi uyarildigr goriilmiistiir. Bu
uyar1 ile hiicrelerin molekiiler yapisi, morfolojisi, hiicre iskeleti ve yapiskanliginda
degisikliklere sebep olan bir hazirlik asamasinin basladigl tespit edilmistir. Bu
degisikliklerin bazilar1 EMT esnasinda meydana gelen degisikliklere benzemektedir.
Boylece yeniden epitelizasyonunun kismi bir EMT siireci oldugu yoniindeki yaygin goriis
desteklenmektedir (Arnoux vd., 2005). Her ne kadar bazi rejeneratif mekanizmalar hala

gizemini korusa da EMT'den kaynaklanan mezenkimal hiicre fenotipinin varligi, uygun
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doku rejenerasyonu icin temel bir 6n kosuldur (Marconi vd., 2021). Termal yanik
hastalarmin akut yaralarina go¢ eden epitel uzantilarinda ve hipertrofik skarlarda,
vimentin ve fibroblast spesifik protein 1'in (FSP1) yiiksek ekspresyonu bildirilmistir (Yan
ve digerleri, 2010). lyilesen yaralarin epidermisinde proliferasyonun azalmast EMT ile
hiicre ¢cogalmasi arasinda ters bir korelasyon oldugu i¢in dikkate degerdir. EMT'nin ayn1
zamanda kendini yenileme ve c¢ogalma yetenegini kapsayan kanser kok hiicre
Ozelliklerini destekledigi de raporlanmistir (Haensel ve Dai, 2018). Yaranin yeniden
epitelizasyonunun EMT ile ortak sinyal yollarin1 kullandigi, ancak altta yatan
mekanizmalarin farkli olabilecegi bildirilmistir (Terao ve ark. 2012; Haensel ve Dai,
2018).

Verilerimiz, karvakroliin doza bagl olarak SKOV-3 insan over kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyebilecegini ve sitotoksik etkiler gosterebilecegini
ortaya koymaktadir. Caligmamizin ana amaci olan karvakrol uygulamasinin SKOV-3
hiicreleri iizerinde EMT ilisgkili degisimlere sebep olup olamayacagi1 degerlendirildiginde
ise; karvakrolin SKOV-3 hiicrelerinin EMT potansiyelini ve Onemli EMT
belirteglerinden olan TGF-B ve vimentin ifadesini glicli bir sekilde azalttigi
goriilmektedir. EMT inhibisyonu direkt olarak TGF-f3 ve vimentin ifadesindeki azalma
ile iligkilendirilse de farkli sinyal yollar1 ve molekiillerin etkileri s6z konusu olabilir.
Mekanizmanin tam olarak anlasilabilmesi i¢in diger EMT belirtegleri ve iligkili yolaklar

taranmalidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Bu c¢alismada SKOV-3 insan over kanseri hiicrelerinde karvakrolin EMT
tizerindeki etkileri incelenmistir. WST-1 ile yapilan hiicre canlili1 analizi sonucunda
SKOV-3 over kanseri hiicrelerinde hiicre canliliginda, karvakrol uygulamasi sonrasi

konsantrasyona bagli azalma goriilmiistiir.

Yirmi dordiincii saatin sonunda kontrol, DMSO, C1 ve C2 gruplarinin anti-
vimentin ve anti-TGF-f immiinfloresan boyamasi sonuglari degerlendirildiginde,
floresan 1s1manin Anti-vimentin boyamasinda agirlikli olarak SKOV-3 hiicrelerinin
periniikleer bolgesi olmak iizere tim sitoplazmada goriilmistiir. Kontrol, DMSO ve C2
gruplarin CTCF degerleri karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark gézlenemezken,
C1 grubu CTCF degerinin kontrol grubu ve DMSO grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli disiik oldugu bulunmustur. Anti-TGF-B boyamasinda floresan i1sima yogun
olarak SKOV-3 hiicrelerinin sitoplazma ve niikleusunda gézlenmekle birlikte sitoplazmik
boyamanin niikleer boyamadan ¢ok daha yogun oldugu izlenmistir. Floresan 1sima
bolgeleri genellikle graniiler kiimeler seklindedir. Kontrol, DMSO ve C2 gruplarin CTCF
degerleri karsilastirildiginda istatistiksel anlaml fark gozlenemezken, C1 grubu CTCF
degerinin kontrol ve DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu
izlenmistir. EMT belirtegleriyle elde edilen bu veriler, karvakroliin SKOV-3 hiicrelerinin

EMT potansiyeli iizerinde azalmaya neden oldugunu gostermistir.

Yara lyilesme analizi sonuglarma gére kontrol, DMSO, C1 ve C2 gruplarinin 6.
ve 24. saatlerdeki yara alanlari incelendiginde en genis yara alam1 C1 grubunun 24.
saatinde tespit edilmistir. Karvakrol uygulamasinin EMT kaynakli yara alan1 kapanmasin

inhibe ettigi gorilmistiir.

Sonug olarak; karvakroliin SKOV-3 insan over kanseri hiicrelerinde i) canliligini
konsantrasyona bagli olarak azaltabilecegi, ii) proliferasyonu engelleyebilecegi, iii) TGF-
B ve vimentin iizerinden EMT inhibisyonu saglayabilecegi goriilmektedir. Elimizdeki
veriler, karvakroliin EMT iizerinden over kanseri tedavisini hedef alan ¢aligmalarda bir

arastirma potansiyelinin olabilecegini gostermektedir.
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6.2. Oneriler

Karvakroliin sebep oldugu EMT inhibisyonu direkt olarak TGF-p ve vimentin
ifadesindeki azalma ile iliskilendirilse de farkli sinyal yollar1 ve molekiillerin etkileri de
s0z konusu olabilir. Mekanizmanin tam olarak anlagilabilmesi i¢in genis dl¢ekli EMT
belirtegleri ile tarama yapilmasi gerekmektedir. Calismamizda inceledigimiz EMT
belirteclerinin kisithlig1r arastirmanin gelistirilmesi gereken yoOniidiir. Basta in vivo
modeller iizerinden gergeklestirilecek arastirmalar olmak iizere farkli karvakrol doz ve

stirelerinde molekiiler diizeyde ¢aligmalarin planlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizin, giiniimiizde yaygin olarak kullanilan karvakroliin over kanseri
hiicreleri iizerindeki etkilerini belirleyerek toplumun bu konuda bilgilendirilmesini
sagladig1 diistincesindeyiz. Literatiir arastirmalarimiza gore karvakroliin SKOV-3 insan
over kanseri hiicrelerinin EMT’si tizerine etkilerini inceleyen ¢alismamiz oldukca

6zglindiir. Bu sebeple elde edilen veriler literatiirlere katki saglayacaktir.
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