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OZET

Ovaryum kanseri, Oliimciil jinekolojik kanser tiirleri arasinda ilk sirada yer
almaktadir. Mevcut kemoterapotik yontemler hastalarin  ¢ogunda yetersiz
kaldigindan yeni tedavi segenekleri lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Paklitaksel
ovaryum kanseri de dahil olmak tizere bir¢ok kanser tiirleri i¢in kematerapik bir ilag
olarak kullanilmaktadir. Paklitaksel’in kanser hiicrelerini apoptozise yonlendirerek
kanseri yok etmede kullanildigi bilinmektedir. Cogu kanser tiirleri gibi ovaryum
kanseri de, baglangicta bu kemoterapik ilaca yanit verirken, uzun vadede, ila¢ direnci
gelisir ve tedavide basarisiz olunur. flag direncini baskilayabilmek igin
kemoterapotik ilaglar1 ile birlikte antioksidanlar da tedavi igin Onerilmistir. Aronia
Melanocarpa, antosiyanin igerigi yiiksek olan bir bitki olup, ¢esitli ¢aligmalarla anti-
timor etkileri oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismada, Aronia Melanocarpa’nin
epiteliyal ovaryum kanseri olan SKOV-3 hiicre hattina etkilerinin in vitro
yontemlerle incelenmesi amaclanmustir. Aronia Melanocarpa konsantrasyonlar1 400

pg/ml, 300 pg/ml, 200 pg/ml, 150 pg/ml, 100 pg/ml, 75 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml,



10 pg/ml, 5 pg/ml, 1 pg/ml seklinde ve 24 saat, 48 saat ve 72 saat aralikla
uygulanmustir. Aronia Melanocarpa’nin SKOV-3 ovaryum kanseri hiicrelerine
sitotoksik etkilerini saptamak amaciyla MTT testi ile etkin olan 5 doz secilerek
apoptozis lizerine etkileri TUNEL yontemiyle aragtirilmigtir. Bu etken maddenin
timor hiicrelerindeki PI3K, mTOR, p 38 MAPK sinyal yolagi iizerinden olan etkisi
immiinositokimyasal (ICC) yontemle belirlenmistir. Aronia Melanocarpa’nin MTT,
ICC ve TUNEL testi ile 5 doz igerisinde en etkin olan1 belirlenerek, paklitaksel ile
kombinasyon seklinde uygulama yapildiktan sonra TUNEL ve immiinositokimyasal
testler uygulanmistir. Bu ¢aligmada gii¢lii antioksidan ve antosiyanin igerigi olan
Aronia Melanocarpa ile paklitakselin kombinasyonunun etkisinin aragtirilmasi
amaclanmistir. Sonuclar ANOVA istatistik testleri ve Graphpad yazilim programu ile

degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Over Kanseri, SKOV-3 hiicre hatti, Aronia Melanocarpa,

Hiicre Kiiltiira
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ABSTRACT

Ovarian cancer is at the top of the list of deadly gynecological cancers. Since
chemotherapeutic methods are insufficient in the most of patients, new treatment
options are being studied. Paclitaxel is used as a chemotherapeutic drug for many
types of cancer, including ovarian cancer. Paclitaxel is known to be used to destroy
cancer by directing cancer cells to apoptosis. As with most cancer types, ovarian
cancer responds to this chemotherapeutic drug initially, while in the long term, drug
resistance develops and treatment fails. In order to suppress the drug resistance,
antioxidants and chemotherapeutic drugs have been proposed for treatment. Aronia
Melanocarpa is a plant with high anthocyanin content and has been shown to have
anti-tumor effects in various studies. The aim of this study is to investigate the
effects of Aronia Melanocarpa on epithelial ovarian cancer SKOV-3 cell line by in
vitro methods. Aronia Melanocarpa concentrations is selected as 400 pug / ml, 300
pg / ml, 200 ug / ml, 150 pg / ml, 100 pg / ml, 75 pg / ml, 50 pg / ml, 25 pg / ml, /
ml, 1 ug / ml and supplied by 24 hours, 48 hours and 72 hours. In order to determine
the cytotoxic effects of Aronia Melanocarpa on SKOV-3 ovarian cancer cells, 5

effective doses are selected by MTT test and effects on apoptosis are investigated by

vii



TUNEL method. The effect of this active substance on PI3K, mTOR, p38 MAPK
signalling pathways in tumor cells is determined via immunocytochemical (ICC)
methods. With the results of MTT, ICC and TUNEL tests of Aronia Melanocarpa,
the most effective dose in 5 doses is determined and TUNEL and
immunocytochemical tests are applied after combination with paclitaxel. In this
study, it is aimed to investigate the effect of the combination of Aronia Melanocarpa
and paclitaxel, which are strong antioxidants and anthocyanins. The results are

interpreted with ANOVA statistical tests and Graphpad software program.

Keywords: Over Cancer, SKOV-3 cell line, Aronia Melanocarpa, Cell

Culture
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1. GIRIS

Kanser, koken aldiklari hiicre tiplerine bagli olarak degisik davraniglar
gosteren yiize yakin sayidaki kompleks hastaliklar1 kapsayan, hiicrelerin kontrolsiiz
bliylime egilimi ve anormal yayilimini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir.
Kanser, insan sagligini tehdit eden kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra, ikinci sirada
6lim nedeni olarak yer almaktadir (1).

Ovaryum kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiirler arasinda 7. sirada
yeralmaktadir. 2012 yilinda, over kanseri diinya capinda 151.900 o6liime neden
olmustur ve en son GLOBOCAN (WHO) tahminlerine gore over kanseri tanisi alan
238.700 hasta bulunmustur. Kadinlarin yaklasik % 75'inde hastalik ileri evrede teshis
edildigi i¢in kanser periton boslugu i¢inde yayilmistir. Bundan dolay1 genel sagkalim
oranlar1 sadece % 17- 36 arasindadir. 2016 yilinda, ovaryum kanseri olan 22.280
yeni vaka teshis edilmis ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)' inde bu kanser
nedeniyle yaklasik 14.240 kadin hayatin1 kaybetmistir (2,3) . Tam1 ve tedavide
karsilagilan zorluklar, kemoterapotik olarak kullanilan ilaglarin pahali olmasi gibi
durumlar kanser hastalar1 ve yakinlarmin sosyoekonomik acidan biiyiik sorunlarla
karsilagsmalarina neden olmaktadir.

Epitelyal over kanseri tiim ovaryum malign hastaliklarinin yaklasik % 90'1m
olusturur. Erken evre over kanseri hastalarinda cerrahi tedavi ile tiimor tamamen
ortadan kaldirilabilir ve tam iyilesme saglanabilir. ileri evre over kanseri hastalari
icin, sitorediiktif cerrahiyi takiben platin / taksan (paklitaksel gibi) tiirevi ilaglar
standart tedavi olarak kullanilir ve % 75' lik yiiksek bir baslangi¢ yanit orani ile
sonuclanir. Hastalarin ¢ogunda ilaca karsi rezistans gelisir ve zaman iginde timor
rekiirrensi olusur. Bu nedenle, paklitaksel direng mekanizmasini aydinlatmak, over
kanseri hastalariin terapotik etkisini ve prognozunu iyilestirmek i¢in énemlidir (2).
Bu malignitelerin mortalitesini azaltmak i¢in yeni gelistirilecek molekiiler hedefleme
terapilerine ve kemosensitizasyon stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir (4-9).

PI3K-AKT-mTOR (Phosphatidylinositol 3-kinase- AKT- Mammalian Target
of Rapamycin) yolu, kanserde en sik diizensizlik gosteren sinyal yollarindan biridir
ve sonug olarak, bu sinyal yolaginin ana bilesenlerini hedefleyen 40'dan fazla bilesik,

farkli kansere tiirlerine sahip hastalar1 iceren bir dizi klinik calismalarda test
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edilmistir. mTOR inhibitorleri temsirolimus ve everolimus ve PI3K inhibitorleri
idelalisib ve copanlisib, gesitli kanserlerin tedavisinde klinik kullanim i¢in FDA
(Gida ve llag Idaresi) tarafindan onaylanmistir. Daha fazla potansiyele ve segicilige
sahip yeni bilesikler ve azaltilmis toksisite risklerinden dolayr destekleyici tedavi
yaklagimlarma  ihtiyag ~ vardir.  PI3K-AKT-mTOR  yolaginin  onkojenik
aktivasyonunun, diger sinyal yolaklarinda pro-tiimorijenik sapmalarin yaninda
siklikla meydana geldigi diisiiniiliirse, tedavinin etkinligini en verimli sekilde
saglamak i¢in rasyonel kombinasyonlara da ihtiya¢ duyulmaktadir (5,10).

P38 MAPK (p 38 Mitogen-activated-protein kinases) yolu kanser hiicresi
apoptozunda rol oynamaktadir ve cesitli kemoterapotik ilaglar ile uyarilir (11).
Fosforlanmis MAPK daha sonra, tiimér hiicresi apoptozundaki platin ve taksanin
etkilerini zayiflattigi ve kemoterapdtik ilaglara karst kanser direncini arttiracagi
gosterilen Bcl-2 (B hiicresi lenfoma-2) ve Bcl-2 ile iligkili 6lim proteinlerini
fosforile eder. MAPK sinyal yolunun, ovaryum kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli
malign tiimorlerde hiicre proliferasyonu, apoptoz ve kemorezistansta 6nemli bir rolii
vardir. P 38 MAPK sinyal yolunun aktivasyonu ile paklitaksele karst SKOV-3
ovaryum kanseri hiicrelerinin direng gelistirdigi belirlenmistir (12).

Over kanserinde PI3K — AKT — mTOR ve p 38 MAPK sinyal yolunun
aktivasyonunun kanserin ilerlemesinde ve ilag¢ direnci gelistirmesinde onemli bir
islevi bulundugu bilinmektedir (10,12,13). Bu ¢alismada PI3K — AKT — mTOR ve p
38 MAPK sinyal yolunu hedefleyen molekiiler antikanser tedavilerini incelemeyi
amagladik.

Meyveler, dejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar veya kanser
dahil olmak tizere saglik sorunlarina kars1 koruma saglamadaki katkilarindan dolay1
tavsiye edilir. Son yillarda kanser galigmalari i¢in bilim adamlari tarafindan biiyiik
ilgi géren Aronia melanocarpa antioksidan ve antosiyanin igerigi yiiksek bir meyve
cesididir. Aronia' nin meyveleri, hem in vitro hem de in vivo olarak etki gdsteren
diger biyolojik, saglig1 tesvik edici etkiler sergilemektedir, drnegin gastroprotektif
(mide iilserleri), hepatoprotektif, kanserde antiproliferatif aktiviteleri (6rn., kolon
kanseri) diizenlemede ve diyabet tedavisinde kullanilmaktadir (14,15). Aronia
melanocarpa’nin daha 6nce ovaryum kanseri tedavisi i¢in hi¢ kullanilmamis olmasi,

bu calismanin temelini olusturmaktadir. Son yillarda yapilan g¢aligmalarla yeni
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biyolojik ajanlarin bulunmasi, ovaryum kanserinde tedaviye yonelik beklentileri
arttirmistir. Hastaligin gelisim silirecinde gorev alan molekiillerin islevsel ve yapisal
Ozelliklerinin ortaya cikarilmasi, ovaryum kanserinin tani ve tedavisi i¢in yeni
hedeflerin belirlenmesi agisindan Onemlidir. Gliniimiizde antioksidanlarin ¢esitli
kemoterapotik ilaglarla kombinasyonlarmin c¢alisilmasi over kanserindeki ilag
direncine kars1 yeni bir yol kesfi i¢in 151k tutmaktadir.

Bu bilgiler 1518inda; bu ¢alismada farkli dozlarda ve siirelerde uygulanan
Aronia melanocarpa’nin tek basina ve paklitaksel ile kombinasyonunun ovaryum
kanseri hiicre hattt SKOV-3 iizerine antikanser oOzelliklerinin arastirilmasi, bu
hiicreler iizerindeki olas1 apoptotik ve anti-sitotoksik etkilerinin ortaya koyulmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Genital Sistem Gelisimi

Cinsiyetin farklanmasi, bazilar1 otozomal olan ¢ok sayida genin rol oynadigi
kompleks bir stiregtir. Seksiiel dimorfizmin anahtar1 kisa kolunda (Yp11) SRY genini
(sex-determining region on Y) tasiyan Y kromozomudur. Bu genin protein iirlini,
rudimenter durumdaki cinsiyet organlarinin kaderini belirleyen genleri harekete
geciren bir transkripsiyon faktoriidiir. SRY proteini testis belirleyici faktor (TDF)
oldugu i¢in, bu faktoriin varligiyla fetlisun cinsiyeti erkek tipinde, yoklugunda da kiz

tipinde gelisir (16,17).
2.1.1. Gonadlar

Embriyonun cinsiyeti genetik acidan fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olmasina ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkek veya disi morfolojik
ozelliklere sahip degildirler. Gonadlar baslangicta bir ¢ift uzunlamasina, kdlomik
epitelin proliferasyonu ve altindaki mezengimin yogunlagmasiyla olugsmus iirogenital
kabarikliklardan gelisirler. Gelisimin 4. haftasinin basinda yolk kesesi duvarinda,
endodermal hiicreler arasinda primitif seks hiicreleri ortaya c¢ikar. Embriyonun
kranio-kaudal yonde kivrilmast ile yolk kesesinin dorsal pargasi embriyonun igine
almir. Bu sirada primordial germ hiicreleri arka bagirsagin mezenteri boyunca
gonadal kabartilara dogru go¢ ederler. 6. hafta sirasinda primordial germ hiicreleri
primitif gonadlara ulasmadan hemen once gonadal kabarikligin epiteli prolifere olur
ve primordial germ hiicreleri bu mezensim epitelinin i¢ine girer. Primer seks
kordonlarint olustururlar. Bu sirada erkek veya disi gonadlarin gériiniimii birbirine
benzerdir ve farklanmams gonad olarak adlandirilir. Daha sonra Y kromozom
varligi veya yokluguna gore gonadlarin erkek veya disi yOniine farklanmasi

gerceklesir (16,17).



2.2. Ovaryum Embriyolojisi

Disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavas olur. X kromozomu ovarian
gelisim i¢in genler tasir, tam bir ovaryum gelisimi i¢in 2 adet X kromozomu
gereklidir. Overler histolojik olarak 10. haftaya kadar ayirt edilemezler. Primer seks
kordonlar1 belirgin degildirler, medulla i¢ine sokulurlar ve rudimenter bir yap1 olan
rete ovarii’yi olustururlar. Bu olusan yap1 ve primer seks kordonlar1 yani kortikal
kordonlar, erken fotal donemde mezotelden kokenli overin ylizey epitelinden koken
alarak altta bulunan mezensim igerisine dogru girerler. Kortikal kordonlarin boyutlari
arttiginda, primordial germ hiicreleri onlarin iglerine girerler. Yaklasik 16. haftada
primitif seks kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine ayrisir. Bu kiimeler, overlerin
medullar kismini iggal eder. Daha sonra kaybolurlar ve yerine ovarian medulla
olusturan bir vaskiiler stroma ile yer degistirirler. Yedinci haftada, altta yatan
mezensime niifuz eden ancak ylizeye yakin kalan ikinci kusak kortikal kordonlar
ortaya ¢ikar. Dordiincii ayda, bu kordonlar, her biri bir veya daha fazla primitif germ
hiicresi ile izole edilmis hiicre kiimelerine ayrilir. Germ hiicreleri daha sonra
oogoniumlara doniisiirken, ylizey epitelinden asagi gbécen ve germ hiicrelerini
cevreleyen epitel hiicrelerinden de follikiiler hiicreler olusur. Fotal yasam sirasinda
overlerde, oogoniumlarda olusan aktif mitoz sonucu, binlerce primordial folikiil
meydana gelirse de dogumdan 6nce pek cogu dejenere olur. Postnatal donemde yeni
oogonium meydana gelmez, bu siirecte overlerde iki milyon civarinda primer oosit
olarak bulunur. Dogumdan sonra overin yiizey epiteli diizlesir ve tek tabakali hale
gelen hiicreler, over hilumunda, periton mezoteli ile devamlilik gosterir. Bu sekildeki
overin Yyiizey epiteline germinal epitel denir. Germinal epitel korteksteki
folikiillerden, tunika albuginea ad1 verilen ince bir fibroz kapsiille ayrilir. Overler,

gerileyen mezonefrozdan ayrilip mezenteri olan mezovaryum ile baglanir (16,17).
2.2.1. Oogenezis

Oogenezis; oogonia denilen primitif germ hiicrelerinin olgun oositlere
dontismesiyle gergeklesen olaylar dizisidir. Hiicrelerdeki bu olgunlagsma siireci

dogumdan dnce baglar, cinsel olgunluga erisildiginde tamamlanir.



2.2.1.1. Oositlerin Dogum Oncesi (Prenatal) Olgunlasmasi

Oositlerin olgunlagsmas1 dogumdan 6nce baglar. Primordial germ hiicreleri
genetik olarak XX kromozomu tagiyan gonadlarma ulastiginda, Oogoniaya
farklilagirlar. Bu hiicreler bir dizi mitotik boliinme gegirir ve 3. ayin sonunda, yassi
epitelyal hiicrelerden olusan bir tabaka ile ¢evrili kiimeler halinde diizenlenirler. Bir
kiimedeki tiim oogonialar muhtemelen tek bir hiicreden tiiretilirken, folikiiler
hiicreler olarak bilinen yassi epitel hiicreler, overlerin yiizeyini kaplayan ylizey
epitelyumundan kaynaklanir. Oogonia'larin ¢ogunlugu mitoz ile bolinmeye devam
eder, ancak bazilart mayoz bolinmenin profaz evresinde hiicre boliinmelerini
durdurarak primer oositleri olustururlar. Sonraki birka¢ ay i¢inde, oogonium sayisi
hizla artmaktadir ve dogum 6ncesi gelisimin besinci ay1 boyunca, overlerdeki toplam
oogonium sayisi 7 milyona ulasmaktadir. Bu dénemde, hiicre 6liimii baslar ve bir¢ok
oogonianin yani sira primer oositler atreziye ugrarlar. Yedinci ayda, yiizeye yakin bir
kismi disinda oogoniumlarin ¢ogunlugu dejenere olmustur. Sag kalan tiim primer
oositler, mayoz boliinmenin 1.profaz evresine girmis ve bunlarin cogu tek katli yassi
epitelyal hiicreler ile ¢evrelenmislerdir. Primer oosit profaz evresinde duraklamasi
puberteye kadar devam eder. Bu duraksama oositi ¢evreleyen folikiil hiicrelerinden
salgilanan oosit maturasyon inhibitér (OMI) maddesi tarafindan saglanmaktadir.
Primer oosit, ¢evresindeki yassi epitelyal hiicreleri ile birlikte bir primordial folikiil
olarak bilinir.

Prenatal oosit maturasyonu

Oositlerin olgunlagsmas1 dogumdan once baglar. Primordial germ hiicreleri
genetik olarak XX kromozomu tasiyan gonadlarina ulastiginda, oogoniaya
farklilagirlar. Bu hiicreler bir dizi mitotik bdliinme gecirir ve 3. aym sonunda, diiz
epitelyal hiicrelerden olusan bir tabaka ile ¢evrili kiimeler halinde diizenlenirler. Bir
kiimedeki tiim oogonialar muhtemelen tek bir hiicreden tiiretilirken, folikiiler
hiicreler olarak bilinen yassi epitel hiicreleri, overlerin ylizey epitelyumundan
kaynaklanir. Oogonia'larin ¢ogunlugu mitoz ile boliinmeye devam eder, ancak
bazilar1 mayoz boliinmenin profaz evresinde hiicre bdliinmelerini durdururarak
primer oositleri olustururlar. Oniimiizdeki birkac ay iginde, oogonium sayis1 hizla
artmaktadir ve dogum Oncesi gelisimin besinci ay1 boyunca, overlerdeki toplam

oogonium sayist 7 milyona ulagmaktadir. Bu dénemde, hiicre 6liimii baslar ve bir¢cok
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oogonianin yani sira primer oositlerde atreziye ugrarlar. Yedinci ayda, yilizeye yakin
bir kismi1 disinda oogoniumlarin ¢gogunlugu dejenere olmustur. Sag kalan tiim primer
oositler, mayoz boliinmenin I.profaz evresine girmis ve bunlarin ¢ogu tek katli yassi
epitelyal hiicreler ile c¢evrelenmislerdir. Primer oosit, ¢cevresindeki yassi epitelyal
hiicreleri ile birlikte, bir primordial folikiilii olusturur. Dogumdaki toplam primer
oosit sayis1 700.000'den 2 milyona kadar degismektedir. Cocukluk déneminde cogu
primer oosit atretik hale gelir, pubertede sayilar1 yaklasik 400.000 kadardir ve
bunlarin sadece 500'den daha az1 ovulasyon donemine erisir.

Postnatal oosit maturasyonu

Oositlerin olgunlagmasi ergenlikte devam eder.

Dogum zamani yaklastiginda, tiim oositler mayoz I boéliinmesini baslatirlar,
fakat metafaz sathasina ilerlemek yerine, diploten evresine girerler. Diploten evresi,
profaz sirasinda bir dantel kromatin agi ile karakterize edilen dinlenme evresidir.

Pubertede biiyiiyen bir follikiil havuzu olusturulur ve primordiyal
follikiillerden devamlilig1 saglanir. Her ay, bu havuzdan segilen 15 ila 20 folikiil

olgunlagmaya baslar ve asagidaki li¢ asamadan gecerler;
1) Primer ya da preantral; 2) Sekonder veya antral (vesikiiler); 3) Preovulatuar.

Antral evre en uzundur, oysa preovulatuar evre ovulasyondan yaklasik 37 saat
once olusur. Primer oosit gelismeye basladik¢a, onu c¢evreleyen folikiiler hiicreler
yassidan kiiboidale dogru degisir ve graniiloza hiicrelerinin ¢ok tabakali epitelini
tiretmek i¢in ¢ogalirlar. Olusan yapiya primer follikiil denilir. Graniiloza hiicrelerinin
etrafin1 saran stromal hiicreler teka follikiiliyi olusturur. Graniiloza hiicreleri
kendilerini teka follikiiliden ayiran bir bazal membran {izerine otururlar. Ayrica
granuloza hiicreleri ve oosit, oositin ylizeyinde Zona pellucida’yt (ZP) olusturan bir
glikoprotein tabaka salgilarlar. Folikiiller biiylimeye devam ettikce, teka follikiili
hiicreleri, salg1 yapan hiicrelerin olusturdugu i¢ tabaka olan teka internay1 ve fibroz
kapsiil yapisinda dis tabaka olan teka eksternayi olustururlar. Ayrica, folikiiler
hiicrelerinin kiigiik, parmak benzeri ¢ikintilar1 ZP boyunca uzanarak, oosit plazma
membranindaki mikrovilluslar ile kenetlenirler. Bu kenetlenme, maddelerin folikiiler

hiicrelerden oositlere tasinmasi i¢in onemlidir.



Folikiiler gelisim devam ettikge, graniiloza hiicreleri arasinda sivi dolu
bosluklar ortaya cikar. Bu bosluklarin birlesmesi antrum olusturur ve bu yapi
sekonder (vesikiiler, antral) folikiil olarak adlandirilir. Baslangigta hilal seklinde olan
antrum, zamanla genigler. Stvinin artmasiyla birlikte, oositi ¢evreleyen graniiloza
hiicreleri bozulmadan/saglam kalir ve kumulus ooforusu olusturur. Kan
damarlarindan zengin, steroid sentezleyen Ozelliklere sahip hiicrelerden olusan teka
internayla ve ovaryum stromasi ile yavas yavas birlesmis olan teka eksterna ile
sarithidirlar. Olgunlagsmasi tamamlandiginda, sekonder folikiiliin ¢apt 25 mm veya
daha fazla olabilir.

Her ovarian siklusta, bir dizi primordial folikiil gelismeye baslar, ancak
genellikle bunlardan sadece bir tanesi tam olgunluga ulasir. Digerleri dejenere olarak
atretik hale gelir. Sekonder folikiil olgunlastig1 zaman, Liiteinizan hormonda (LH)
bir dalgalanma, preovulatuvar biliylime fazini uyarir. Birinci mayoz boliinme, her biri
23 ¢ift yapili kromozoma sahip olan, esit biiyiikliikte olmayan iki yavru hiicrenin
olusumuyla sonuglanir. Hiicrelerden biri sitoplazmanin ¢ogunlugunu alir ve sekonder
oositi olusturur, diger hiicre ise sitoplazmadan yoksundur, birinci polar / kutup cismi
olarak bilinir. Birinci kutup cismi, ZP ile perivitellin aralikta sekonder oositin hiicre
membrani arasinda bulunur. Hiicre daha sonra ikinci mayoz boliinmeye girer ancak
ovulasyondan once yaklasik 3 saat kadar metafazda tutulur. Ancak sekonder oositin
dollenmesi durumunda ikinci mayoz bdliinme tamamlanir ve birinci kutup cismi de
boliinerek ikinci kutup cismin atar. Aksi halde, sekonder oosit hiicresi ovulasyondan

yaklagik 24 saat sonra dejenere olur (16,17).
2.3. Ovaryum Anatomisi

Crista gonadalis’ten gelisen ovaryumlar, erken fetal donemde bobreklere
yakin olarak L 1-2 diizeyinde bulunduklar1 halde, fetiisiin gelisimi ile desensus’a
ugrayip normal konumlarina gelirler.

Ovaryumlar dogurmamis kadinlarda (nullipara), kiiciik pelvisin dis yan
duvarlarindaki fossa ovaricalarda yer alir. Fossa ovarica’nin simirlart soyledir:
ligamentum (lig.) latum uteri’nin arkasinda olarak yukarida vasa iliaca externa;
arkada vasa iliaca interna ve lreter, onde oblitere umbilikal arter ile simrlanir.

Tabaninda arteria (a.) ve vena (v.) obturatoria ve nervi obturatorius bulunur.



Dogurmus kadinlarda konumlar1 sabit degildir. Hamilelikte, uterus’un
bliylimesine paralel olarak karin bosluguna gecen ovariumlar, dogumdan sonra
uterus’un kiigiilmesi ile pelvis bosluguna tekrar donerler; fakat buradaki konumlari
degismistir. Siklikla rektouterin ¢ikmazda, rektum’un iki yaninda “Cladius ¢ukuru”

olarak adlandirilan yerlere otururlar.
2.3.1. D1s Yapisi

Her bir ovaryum grimsi pembe renkte, badem seklinde solid nodiiler yiizeyli,
3 cm uzunlugunda, 2 cm genisliginde, 1 cm kalinliginda ve 3-5 gr agirligindadir. Her
bir ovaryumun iki yiizii (facies medialis / lateralis), iki kenar1 (margo mesovaricus-
On; margo liber- arka) ile iki ucu (extremitas tubaria- lateral; extremitas uterina-
medial) vardir. Yonii oblitere a. umbilicalis’e doniik olan margo mesavaricus (6n
kenar1) diiz olup, kisa bir peritoneal plika olan mesovarium ile lig. latum uteri’ye
baglanir. Mesovarium’un alt - medial kenar1 (extremitas uterina) ile cornu uteri
arasinda lig. ovarii proprium (lig. uteroovaricum, chorda utero-ovarica) uzanir.
Mesovarium’un iki yapragi arasinda, hilum ovarii’ye ulasan arter, ven ve lenfatikler
ile sinirler bulunur. Ovarium, /lig. suspensorium ovarii (infundibuopelvik bag) ile

pelvik duvara baglanir.
2.3.2. Ovariumu Sabitleyen Yapilar

» Lig. suspesorium ovarii (infundibuopelvik bag): Ovarium’un {ist ucu ve buna
yakin 6n kenar ile pelvis dis yan duvart (vasa iliaca’larin yakinina) arasinda
uzanan periton plikasidir. Ovarium’un damar ve sinir paketi bu bag icinde yer
alir. Bu bag i¢indeki plexus pampiniformis v.ovarica olusumunu saglar.

» Mesovarium: Peritonun ¢ift katli bir olusumu olup, ovarium’un 6n kenarini /ig.
latum uteri’nin arka yapragina baglar.

» Lig. ovarii proprium: Gubernakulum’un bie derivesi olup, ovarium’u tubouterin
birlesege (cornu uteri) baglar.

» Fimbria ovarica: Fimbriae tubae’lerin uzun, tek bir olusumu olup, infundibulum

tuba uterinae’den ovarium’a uzanir.



2.3.3. Ovaryumun Damar ve Sinirleri

Ovaryum’un esas arteri L 2 diizeyinde aorta abdominalis’ten ayrilan
a.ovarica’dir. Lig. suspensorium ovari ve mesovarium i¢inde olarak ovarium’a
ulasir. A.uterina’nin r.ovaricius dali da ovaryum beslenmesine katilir. A4.ovarica
dallar1 ile anastomoz yapan r.ovaricus, a.ovarica’nin tikanmasi durumunda
ovaryumu besler. Ovaryum’dan ¢ikan venler once plexus pampiniformis’i olusturur.
Plexus pampiniformis venleri de v.ovarica’y1 meydana getirir. V. ovarica, sagda v.
cava inferior’a, solda v. renalis’e direne olur. Ovaryum’larin lenfas1 a. renalis’lere
yakin olarak yerlesmis nodi lumbales’e akar.

Innervasyonlar1 plexus ovaricus (parasempatikleri n. vagus, sempatikleri T

10-12 medulla spinalis segmentlerinden kaynak alir)’tan saglanir (18).
2.4. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumun yiizeyi tek katli kiibik ve bazi bolgelerde yassi epitel ile doselidir.
Germinal epitel olarak bilinen bu selliiler tabaka mezovaryumu kaplayan
mezotelyum ile devamlilik gdstermektedir. Epitelin periton bosluguna bakan
yiiziinde bir¢ok mikrovillus bulunur. Germinal epitel ile korteksin arasinda, siki bag
dokusu tabakas1 olan tunika albuginea yer almaktadir.

Ovaryum korteks ve medulla olmak iizere iki kisimda incelenir. Korteks
(kortikal bolge); medullay1 ¢evreleyecek sekilde ovaryumun periferik bolgesinde yer
almaktadir. Korteks, zengin bir sekilde selliiler bag dokusu igine gémiilii ovaryum
folikiillerini igermektedir. Folikiillerin etrafindaki stromada daginik diiz kas lifleri ve
hormonal uyarilara cevap veren karakteristik 1§ seklinde fibroblastlar bulunur.
Stroma retikiiler liflerden zengindir. Medulla ile korteks arasindaki sinir belirsizdir.
Hilus damar ve sinirlerin ovaryuma girdigi bolgedir. Bu bolgede korteks kesintiye
ugrar ve mezovaryum medulla ile devam eder. Hilusta fetal rete ovariinin kalintilar
olan kiiciik kiibik ya da titrek tiiylii prizmatik epitelle doseli diizensiz kanallar
bulunabilir. Ovaryum folikiilleri gelismekte olan oositler i¢in mikrogevreyi
saglamaktadir. Her biri tek oosit igeren ¢esitli boyutlardaki ovaryum folikiilleri

korteksin stromasina dagilmislardir (19,20).
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2.4.1. Ovaryum Folikiilleri

Gelisim evresine gore histolojik olarak 3 temel tip ovaryum folikiilii
tanimlanabilir:
e Primordiyal folikiiller,
e Biiylimekte olan folikiiller, primer ve sekonder (ya da antral) folikiil olarak
alt gruplara ayrilmaktadir.

e Preovulatuar folikiiller
e Primordiyal folikiiller

Dogumdan puberteye kadar tek folikiil tipini olusturur. Tunika albuginea’nin
hemen altindaki korteks stromasinda yer alir. Ortada primer oosit ile onun etrafindaki
tek katli yass1 folikiil hiicrelerinden olusmaktadir. Folikiil hiicreleri bir bazal lamina
tarafindan ¢evrelenmistir. Primer oositin ¢ap1 25-30 um dir. Eksentrik yerlesimli
nukleus, ince dagilmis kromatin, bir veya birkag¢ belirgin nukleolus igerir. Elektron
mikroskobu ile incelendiginde, hiicre organellerinin genellikle nukleusa yakin bir
kiime olusturduklar1 gozlenir, buna Balbiani cisimcigi denir. Iyi gelismis golgi
kompleksi, endoplazmik retikulum sisternalar1 bircok dagilmis mitokondri, lizozom
ve kiiciik vezikiiller igerir. Sitoplazmada birbirine paralel lameller sisternalarin
olusturdugu annulate lamella olarak adlandirilan 6zel bir membran sistemi de
bulunur.

Yasst folikiil hiicreleri endoplazmik retikulum, mitokondri ve lipid
damlaciklar igerir, dezmozomlarla birbirlerine baglanmislardir. Hiicreleri ¢evreleyen

bazal lamina folikiilii ovaryum stromasindan ayirir.
¢ Biiyiimekte olan folikiiller

Primordiyal folikiiller gelisirken primer oosit, folikiil hiicreleri ve
cevrelerindeki stromada degisiklikler meydana gelir. Bu siiregte primer ve sekonder

folikiil olmak tizere iki farkli folikiil tipi olusmaktadir.

Primer Folikiil: Primer oosit bilyiir ve ¢evresindeki tek katli yass1 folikiil
hiicreleri kiibiklesir, boylece tek tabakali primer folikiil olusur. Oosit biiyiirken tek

olan golgi kompleksi birden fazla sekilde sitoplazmada dagilmis olarak gozlenir.
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Ozellesmis salg1 graniilleri (kortikal graniiller) plazma membranmin hemen altinda
belirir. Folikiil hiicreleri mitotik boliinmelerle ¢cok katl folikiil epiteline dontistir. Bu
epiteli olusturan hiicrelere graniiloza hiicreleri, bu tabakayada stratum graniilozum
denir. Folikiil hiicreleri arasinda oluklu baglantilar bulunur. Oosit ile folikiil hiicreleri
arasinda zona pellusida belirir. Bu tabaka asidofilik, homojen, aseliiler ve kuvvetli
PAS pozitiftir. ZP1, ZP2, ZP3 olmak iizere 3 tip siilfath asidik glikoproteinden
olugsmustur. ZP3 spermin fertilizasyon i¢in baglandigi reseptordiir. Zona pellusida
hem oositin hemde folikiil hiicrelerinden salinmaktadir. Oositten bir¢ok mikrovillus
bu yapiya dogru uzanir.

Folikiiliin etrafindaki stromal hiicreler bazal laminanin iizerinde teka folikiilii
ad1 verilen bir ortli olusturur. Teka folikiilii daha sonra teka interna ve teka eksterna
olarak iki tabakaya ayrilir. Teka interna endokrin fonksiyona sahiptir. Yapisinda
steroit iireten kiibik hiicreler ve hiicrelerin etrafinda zengin kapiller ag mevcuttur.
Teka eksterna bag dokusu yapisindadir. Primer folikiiliin boyutu arttik¢a korteksin

derin kisimlarina ilerlerler.

Sekonder Folikiil (Vezikiiler, Antral Folikiil): Stratum graniilozum alt1 ile on
iki tabakali kalinliga ulagtiginda graniiloza hiicreleri arasinda sivi dolu diizensiz
bosluklar belirir. Bu sivi hyaliironik asitten zengindir ve folikiil sivis1 olarak
adlandirilir. Bu siv1 dolu bosluklar birleserek yarim ay seklinde antrum denilen
biiylik bir bosluk olusturur. Antrumun olusmasi ile bu folikiile sekonder folikiil denir.
Graniiloza hiicreleri oositin etrafinda yogunlasarak antrumun bir kenarinda ¢ikinti
olusturur. Bu ¢ikinttya kumulus ooforus denir. Oositin hemen etrafinda bulunan
ovulasyon ile disar1 atilan kisma korona radiata denir. Bu dénemde oosit 125 pm’lik

bir ¢apa ulagmistir.

e Preovulatuar folikiil

Menstrual siklusun yaklasik 10 -14. giinii arasinda olusan olgun folikiiller 10
mm veya daha fazla bir ¢apa sahiptir. Bu folikiiller ovaryum korteksini kaplayarak
ylzeyde cikintilar olusturur. Sivi birikmesi ile antrum genisler. Stratum graniilozum
daha ince goriiliir. Bu durumdaki folikiile olgun veya preovulatuar (graaf) folikiil
denir. Primer oosit etrafindaki graniiloza hiicreleri tek sirali bir hal alir. Folikiil sivis1

icinde gezinmeye baslar. Bu sirada teka hiicrleri en son gelisimine ulasir. Teka

12



internanin hiicreleri ¢cok koseli icerisinde lipid damlaciklar1 bulunur. Teka eksterna
ise konsantrik olarak diizenlenmis igsi yapida hiicrelerden olusmus fibriler bir yap1

gosterir.
2.4.2. Ovulasyon

Menstrual siklusun ortasinda bir oositin ¢evresindeki korona radiata hiicreleri
ile birlikte olgun folikiilden atilmasina ovulasyon denir. Olgun folikiiliin igindeki
primer oosit ovulasyon olmadan hemen o6nce LH’in etkisi ile birinci mayoz
boliinmesini tamamlayarak sekonder oosit ve birinci polar cisimcik olusur. Bu
sayede ovulasyon ile ovaryum yiizeyinden atilan hiicre sekonder oosittir. Ovulasyon
esnasinda ovaryumun yiizeyine baski yapan sekonder oosit tunika albugineay1
incelterek stigma ad1 verilen yar1 seffaf bir nokta olusturur ve oosit buradan ovaryum
disina atilir. Tuba uterina’larin fimbrialar1 ovaryum yiizeyine yaklasarak oositi i¢ine
alir. Oositi ampulla bdlgesine ulastirir ve bir sperm ile dollenmesi igin oositi korur.
Eger bir sperm ile oosit dollenirse oosit ikinci mayoz boliinmesini tamamlar ve zigot
olusur. Zigot yariklanarak 3-5 giin icinde uterusa ulasir. Eger sekonder oosit bir
sperm tarafindan doéllenmez ise 24 saat icinde dejenere olur ve menstruasyon ile
disar1 atilir. Ovulasyon puberteden menopoza kadar her 28 giinlilk menstrual
siklusun tam ortalarinda gerceklesir. Genellikle iki ovaryum doniisiimlii olarak her ay

bir adet oositi ovulasyon ile disar1 atar (sekil 1).
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Sekil 1. Ovulasyon Siireci

2.4.3. Folikiil Atrezisi

Her ay menstrual siklusun basinda 5 ile 10 adet folikiil biiylimeye baslar. 1
tanesi olgun folikiil olarak ovulasyon ile disar1 atilir. Digerleri dejenere olur bu olaya
folikiil atrezisi ad1 verilir. Folikiil atrezisi intrauterin hayatta baslar. Dogumdan sonra
maternal hormonlarin etkisi kayboldugu zaman puberte ve gebelik sirasinda
hormonlarin degistigi donemde artar. Primordiyal ve primer folikiillerdeki oositler
bliziilir ve dejenere olur. Folikiil hiicreleri de otolize ugrar ve yerlerini stroma
hiicreleri alir. Daha biiyiik folikiillerde ise graniiloza hiicreleri apoptoza ugrar. Teka
hiicreleri hipertrofiye olur. Folikiil biiziiserek folikiil boslugunu bag dokusu isgal
eder. Dejenere olan folikiil kalintilar1 hizla rezorbe edilir. Zona pellusida da bag

dokusundaki makrofajlarca fagosite edilir. Teka interna hiicrelerinin genislemesiyle
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korpus luteuma benzeyen atretik folikiil olusur. Bu yapiya korpora lutea atretika

denir.
2.4.4. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra yirtilmis ve bosalmis folikiil LH 1n etkisi altinda korpus
luteum denilen i¢ salgi bezine doniisiir. Ovulasyondan sonra folikiil duvari biiziisiir.
Folikiildeki graniiloza hiicreleri ve teka hiicreleri folikiil bosluguna ¢oker. Teka
interna kan kapillerinin yirtilmas ile folikiil boslugunda kanama olur ve orta bolgede
bir piht1 olusur. Bu yapidaki folikiile korpus hemorajikum (rubrum) denir. Daha
sonra piht1 rezorbe edilir. Korpus luteum gelisimi sirasinda teka internanin kan
kapillerleri stratum graniilozum tabakasina ilerler ve zengin damarsal ag olusturur.
Korpus luteum epitel hiicre kordonlar1 ve kapiller ag ile endokrin bez yapis1 kazanir.
Lipid igeriginden dolay1 sari cisimcik de denir. Korpus luteum progesteron ve
Ostrojen  salgilayarak fertilize ovumun implantasyonuna yardim eder.
Endometriyumu hazirlar. Gebelik olusursa korpus luteum yaklasik 6 ay devamliligim
stirdiiriir. Daha sonra kiigiiliir fakat tamamen kaybolmaz. Gebelik olugsmazsa dejenere

olarak korpus albikans adini1 alir. Korpus albikans birkag¢ ay icinde kaybolur (19-21).
2.5. Ovaryum Fizyolojisi

Ovaryumlarin islevleri, hipotalamo-hipofizer-ovaryan eksen ismi verilen bir
geri bildirim sistemince diizenlenir. Salgilanan hormonal kontrol su sekildedir:

e Hipotalamus’tan GnRH (Gonodotropin stimiile edici hormon) salgilanir. On
hipofiz uyarilir.

e On hipofiz’den FSH (Folikiil stimiile edici hormon) ve LH salmir. Overler
uyartlir.

e QOverler’den 6strojen ve progesteron salinimi gerceklesir.

Cocuklukta, overler biiyilir ve hipotalamik GnRH salinimini inhibe eden
Ostrojenleri az miktarda salgilar. Puberte yaklastiginda (9-12 yas), GnRH
salgilanmaya baglar; FSH ve LH 6n hipofizden salinir, overler etkilenir. Overlerden
Ostrojen ve progesteron salgist baslar. Bu olaylar eriskin donemdeki devam edecek

olan sikluslarin ilki olan “menars”1 baglatir (11 -15 yas).
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Sekil 2: Menstrual Dongiide Hormonal Degisimler

Ovumun olgulasmasi ile ilgili aylik degisimler;

* Folikiiler faz: Folikiil biiylimesi (1-14. giinler) siirecini ifade eder.

* Liiteal faz: Korpus luteum aktivitesi (14-28. giinler)’dir, siklusun ortasinda
ovulasyon gergeklesir (Sekil 2).

Dogumda bulunan tek katli graniiloza hiicreleri ile ¢evrili primer oosit’te
graniiloza hiicre tabakasi kalinlasir. Hiicreler; Ostrojen, progesteron, inhibin, OMI,
besin ve kimyasal habercileri salgilar. “Antrum” sivis1 yiliksek Ostrojen igerir.
Antrum olustuktan sonra graniiloza ve teka hiicre proliferasyon ve salgi hizi artar.
Biiylimiis olan folikiil (vezikiiler folikiil) overin dis yiizeyine dogru ¢ikint1 olusturur.

Ostrojen lokal olarak hem kendi hem de FSH reseptdrlerini ve etkilerini
artirir.  FSH dominant folikiiliin graniiloza hiicre bliylimesini ve Ostrojen
sentezlemesini artirir. FSH ve Ostrojen; LH reseptorlerini artirir, graniiloza
hiicrelerini LH’a duyarliligin1 artirir. LH, teka hiicrelerini biiylimesini ve androjen

olusumunu artirir (androjenler graniiloza hiicrelerinde Gstrojene doniisiir). Folikdil
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catlar, ovum atilir. Birkag¢ saat i¢cinde graniiloza ve teka hiicreleri ¢ogalip oositten
kalan boslugu doldurur. Korpus luteum olusur ve progesteron, dstrojen, inhibin ve
androjenleri salgilar. Gebelik olugsmazsa korpus luteum 10 giin sonra dejenere olur,
yerini skar dokusuna birakir (korpus albikans). Gebelik olusursa, korpus luteum
plasenta gorevi devralana kadar hormon salgilar (yaklasik 3 ay).

LH graniiloza hiicrelerinde progesteron olusumunu uyarir ayrica cCAMP artar
ve FSH etkisini gli¢clendirir. Folikiil sivisindan kaynaklanan Ostrojen once negatif
geri bildirim ile GnRH, FSH ve LH’1 baskilar. Dominant folikiilden siklusun 12-13.
giinlide asir1 artan Ostrojen salgisi ve progesteronun etkisi ile hipotalamus ve hipofiz
tizerine pozitif geri bildirimi sonucu LH ve FSH ovulasyon oncesi pik yapar.
Ovulasyon sonrasi korpus luteumdan salgilanan progesteron ve dstrojen GnRH, FSH

ve LH’1 inhibe eder (+ inhibin FSH y1 baskilar).
2.5.1. Ovaryum Hormonlar:

Progesteron, 17-a-dihidroksiprogesteron olarak kolesterolden sentezlenir. Bu
olay kanda albiimin, Ostrojen ve progesteron baglayici globiilinler bagl tasinim ile
gerceklesir. Ostrojen karacigerde konjuge edilerek atilir. Progesteron salgilandiktan

kisa siire sonra diger steroidlere yikilir.
2.5.1.1. Ostrojenin Etkileri

Ostrojen diizeyleri piibertede artar. Uterus, tiipler, vajina bilyiir ve
fonksiyonel olur. Kadin dis genitallerini biiyiitiir. Vajina epitelini degistirir,
dayanikliligmi artirir. Uterus ve tiip endometriyumunda stromal proliferasyon ve
bezlerinde artis yapar. Tiplerdeki siliyer aktiviteyi artirir. Overlerde oogenezi uyarir
ve folikiil biiylimesini baslatir.

Memelerdeki Ostrojen stromal dokuyu gelistirir. Kanal sistemlerini artirir.
Yag birikimini artirir. Kemiklerde Ostrojen osteoblastik aktiviteyi artirir. Kemik
cismi ve epifizin birlesmesine neden olur. Eksikliginde matriks de =zayiflar.
Metabolizmada Ostrojen protein sentezini ve metabolik hizi hafif artirir. Deri alt1 yag
dokusunu artirir. Derinin yumusak ve diizgiin olmasini saglar. Damarlanmasini

artirir. Bobreklerde su ve tuz tutulumunu artirir.
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2.5.1.2. Progesteronun Etkileri

Uterusta ve tuba uterinalarda; siklusun 2. yarisinda endometriyumda ve
mukozada sekresyonla ilgili degisiklikleri baslatir. Uterus kasilmalarinin siddetini ve

sikligini azaltir. Memede; alveol hiicrelerinin proliferasyonunu artirir.
2.5.2. Menstriiel Dongii

Ortalama 28 giin, kanamanin basladig1 giin 1. giin olarak kabul edilir.
Follikiiler fazda ovum olgunlasmas1 gergeklesir. Ardindan ovulasyon yani ovumun
ovaryum Yyiizeyinden atilmasi meydana gelir. Luteal fazda ise korpus luteum
olusumu, endometrium geligimi, blastokist hazirlig1 gergeklesir. Gebelik olusmazsa

mens olusur.
2.5.2.1. Menstruel Dongiide Uterus Degisiklikleri

Periyodik olarak kanda ovaryan hormonlarin gosterdigi degisiklige
endometriyumun cevabi uterus degisikliklerini igerir.

1-5. giinler: Menstruel faz — uterusun i¢ ylizeyi endometriyumun en derin
pargasi hari¢ dokiiliir.

6-14. giinler: Proliferatif faz — endometriyum kendini yeniler.

15-28. giinler: Sekretuar faz — endometriyum embriyonun implantasyonuna
hazirdir.

Overde folikiiler faz uterusta proliferatif faza, liiteal faz sekretuar faza karsilik

gelir.
2.5.2.2. Menstruasyon

Fertilizasyon olusmaz ise: progesteron diizeyi azalir. Prostoglandinlerin
etkisiyle, spiral arterler kivrilir ve kasilir endometriyal hiicreler 6lmeye baslar.
Fonksiyonel tabaka kendini sindirmeye baglar. Spiral arterler son bir kez kasilir sonra
aniden gevser ve agilir. Kapiller yataktan sizan kan, 16kositler ve soyulan fonksiyonel

tabaka dokiiliir (40 ml kan+35ml ser6z sivi-pihtilasmaz) (Sekil 3).
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Sekil 3: Menstruasyon

2.5.2.3. Menstriiel Dongiiniin Endokrin Kontrolii

Liiteal Evre

Graniiloza hiicreleri korpus luteum’a dontiserek progesteron salgilanmasini
saglar. Artan progesteron ve Ostrojen hormonlart endometriyumu devam ettirir.
Inhibin yeni folikiil gelisimini baskilar. Viicut sicaklig: artar (progesteron etkisi).

Geg Liiteal Evre

Gebelik olursa progesteron artar, dstrojen ve inhibin salinimi devam eder.
Gebelik yoksa progesteron azalir, Ostrojen ve inhibin salimimi azalir. Mens

gerceklesirse, FSH artar ve LH sayesinde de yeni folikiil gelisir.
2.5.2.4. Kadinlarda Ayhk Ritmin Diizenlenmesi

Hipotalamustan (arkuat niikleus) GnRH salgisi her 1-2 saatte bir 5-25 dakika
stireyle gergeklesir. GnRH salgist siirekli olursa FSH ve LH salgisi kaybolur. Atimli
GnRH salgis1 sonucu LH atimli salinir. Ostrojen ve progesteronon negatif geri

bildirim etkisi “eklemeli”dir (additive). Korpus luteumdan salgilanan inhibin FSH ve
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LH y1 baskilar. Ovulasyondan once 0Ostrojen LH {izerine pozitif geri bildirim

olusturur (19,21,22) .
2.6. Kanser

Kanser, koken aldiklar1 hiicre tiplerine bagli olarak degisik davranislar
gosteren yiize yakin sayidaki kompleks hastaliklar1 kapsayan, hiicrelerin kontrolsiiz
bliylime egilimi ve anormal yayilimini tanimlamak i¢in kullanilan bir olgudur
(23,24). Canlilarin temel yapr tasi olan hiicreler, enzimler, hormonlar ve diger
uyaranlar altinda, ihtiyaca gore diizenli bir sekilde biiyiir, boliiniir, yaslanir ve oliirler
(23). Yeni hiicrelerin olusumu, 6len hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin
onarilmasi amaciyla bu yeteneklerini kullanirlar, ancak s6z konusu yetenekleri de
siirlidir, sonsuz boliinemezler. Hiicrelerde ortaya ¢ikan biiylime, gelisme ve 0liim
gibi fonksiyonlar diizenli bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu kontrolden kagan bazi
hiicreler anormal sekilde proliferasyon gostererek kanser hiicresi haline gelmektedir
(25). Cogalan hiicreler kan, lenf ya da wviicut bosluklar1 yoluyla primer
lokalizasyonlar1 digindaki yerlere sigrayarak (metastaz) oralarda da biiylimeye devam
eder ve yasamu tehdit etmeye baslarlar. Kanser hiicrelerinde meydana gelen yapisal
farkliliklarin yaninda islevsel farkliliklar da ortaya ¢ikmaktadir. Yani hiicreler ya
normalde yaptiklar1 gorevleri yapamazlar ya da bazi yeni fonksiyonlar iistlenirler
(23).

Kan ve lenf yoluyla metastaz yaparak diger organlara tasinan bu hiicreler,
hiicre kiiltiirinde de kontak inhibisyondan kagabilme, boliinebilmek igin dig
sinyallere gereksinimi olmama, c¢ogalmayr baskilayan sinyallere duyarsizlik
gbsterme, apoptozisten kagabilme, anjiogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme
gibi 6zelliklere sahiptirler (26).

Kanser ¢esitleri, koken aldiklar1 dokuya gore siniflandirilirlar. Bazal tabaka
hiicreleri kendilerinin anormal biiyiimelerine neden olan mutasyonlara sahip olurlar
ve bu hiicreler farklilagma, sakin ve durgun olma yeteneklerini kaybederler. Anormal
boliinen hiicrelerin bulundugu bu bolgeler displazi olarak adlandirilir. Dizsplazi
alanlari; ¢ogalan, mutasyon tastyan ve farklilasmada basarisiz olan hiicrelerle yillar
siiren bir period boyunca gelisirlerse karsinoma olarak adlandirilir (24). Kanserlerin

yaklasik % 851 epitelyal hiicrelerden kdken alan karsinomlardan olugmaktadir.
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Mezoderm hiicrelerinden (kemik, kas gibi) koken alan kanserler sarkom, meme
hiicreleri gibi salgi bezi hiicrelerinden koken alanlar ise adenokarsinom olarak
tanimlanmaktadir. Insan sagligina etkileri agisindan degerlendirildiginde kanserler
benign ve malign olarak tanimlanir. Benign tiimdrler metastaz yapmazlar ancak

malign tiimorler metastazik 6zellikteki timorlerdir.
2.6.1. Kanser Hiicre Ozellikleri

Kanser hiicrelerinin yiizeyindeki reseptorler daha sik sinyal alir. Kontrolsiiz
sekilde cogalmay1 saglayan kendi sinyal sistemleri vardir. Yandaki hiicreye temas
sonrast boliinmeyi durdurmaz ve biiylimeye ve c¢ogalmaya devam eder. Saglikli
hiicreler her tipteki besini kullanabilirken kanser hiicreleri sadece glikolizden gelen
glukozu kullanabilirler. Sekeri normal hiicreler oranla yaklasik 100 kat fazla olarak
kandan alirlar ve laktat iireterek enerji saglarlar (Warburg etkisi). Gerekli besin ve
oksijeni almak {lizere cevrelerindeki stromay: etkileyerek yeni damar sistemleri
olusturabilirler (neo-vaskiilarizasyon). Telomerlerini sabitleyerek veya telomeraz
aktivitesini koruyarak sonsuz sekilde replike olup ¢ogalabilirler. Dolasim sistemine
girip uzaktaki bir yere hareket edebilir ve yeni bir yerleserek kanserlesmeyi
baslatabilirler (metastaz). Apoptozdan kacabilirler. Genetik ve epigenetik olarak
stabil degildirler (27).

2.6.2. Kanserin Tedavisi

Kanserin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemleri en sik
bagvurulan yontemler olmakla birlikte, hormon terapisi, biyolojik ve alternatif tip
yontemlerinin kullanilmas1 gibi farkli yaklasimlar da diger yontemlere destek olacak
sekilde birlikte veya tek basina kullanilabilir. Her yontemin kendine 6zgii avantaj ve
dezavantajlariin bulunmasi, kanserin kisiye 6zgli bir hastalik olmasi, tedavilerin
kisiden kisiye farklilik gosterebilmesi nedeniyle tek bir kesin tedavi yonteminin

varligindan bahsetmek imkansizdir (27).
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2.6.3. Ovaryum Kanseri

Viicutta 60’dan fazla organda goriilen kanser tipleri arasinda over kanseri
kadinlarda en ¢ok goriilen besinci kanser tiirii olup, jinekolojik malign tiimdrlerin en

6limciil olanidir (9,28,29).
2.6.3.1. Ovaryum Kanseri Epidemiyolojisi

Diinya ¢apinda her yil yaklasik 106,000 kadin over kanseri nedeniyle hayatini
kaybetmektedir (30). Amerikan Kanser Dernegi tarafindan 2016 yilinda yayimlanan
kanser istatistik raporuna gore, ABD 22.280 ovaryum kanseri hastasi ile yeni
ovaryum kanseri Oliimlerinin 14.240'a ulasacagi bildirilmistir. Cin'in kanser
istatistikleri raporunda, 2015 yilinda yeni ovaryum kanseri vakalarinin 52.100 vaka
ve 22.500 kadar oliime neden oldugu bildirilmistir (31). T.C. Saglik Bakanligi
Kanser Dairesi verilerine gore 2008 yilinda over kanserinin goriilme sikligi yiiz
binde 6,9°dur. Yine WHO verilerine gore 2008 yilinda Tiirkiye’de 1804 kadinin over

kanseri teshisi aldig1 ve 1247 kadinin over kanserinden 61diigii tahmin edilmektedir.

Son 10 yil i¢inde ovaryum kanseri vakalar1 % 30, buna bagl dliimler ise %
18 oraninda artmistir. Hayat boyunca bir kadinin over kanseri gelistirme riski
1/70°dir. Ovaryum kanseri jinekolojik kanser 6liimlerinin en sik sebebi olmasi nedeni
ile jinekolojik onkolojide ¢ok Onemli bir yer tutar (32). Ovaryum kanseri olan
hastalarin toplam tedavi oran1 % 30'dan diisiiktiir ve 5 yillik sagkalim oran1 % 38' dir,
yani daha etkili bir tedaviye acilen ihtiya¢ vardir (9,33). Tiim ovaryum kanseri
vakalariin % 70 kadar1, agresif bir sekilde biiyiiyen, hizli bir sekilde metastaz yapan
ve yiiksek kromozomal instabiliteye sahip olan yiiksek dereceli karsinomlardir (34).
Over kanseri yiiksek seviyede metastazin gergeklestigi, bundan dolay:r da ge¢ tani
koyulmus vakalarda tedavisinin zor oldugu bir kanser tipidir. Bu kanser Faz I
sathasinda iken tespit edildiginde hastanin 5 yillik sagkalim oran1 %90’1 gecerken,
hastalik Faz III veya Faz IV sathasina ulastiginda bu oran 9%20’nin altina
diismektedir. Over kanseri kemoterapiye diren¢ gosteren bir kanser tiriidiir ve

genellikle ilk tedaviden sonra ortalama ilk 20 ay i¢inde tekrarladig1 goriiliir (28).
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2.6.3.2. Ovaryum Kanseri Histopatolojik Siniflandirmasi

Cerrahi tekniklerde ve dogru sekilde tasarlanmis kemoterapi rejimlerinde ileri
diizey gelismeler olsa da, ilerleyici hastalik olan ovaryum kanserli hastalarda
niikslerin kaginilmaz oldugu disiiniilmektedir (35). Ovaryum kanserinin yaygin
metastazini 6nlemek i¢in hi¢bir anatomik engel yoktur. Kansere bagli mortalitenin %

90' 1n1n ana sebebi metastazdir.

Epitelyal ovaryum kanseri ise, ovaryum kanseri vakalarinin yaklasik % 90' 11
olusturur (36). Ozellikle, epitelyal ovaryum kanserlerinde, tani konuldugunda
vakalarin ¢ogunlugunda tiimor metastaz ile ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde primer
tedavi olarak agresif cerrahi sitorediiksiyon ve kemoterapi uygulanmis, ovaryum
kanseri hastalar1 bu tedavilere yanit vermistir. Bu nedenle, terapdtik ajanlari
tarafindan tliimor metastazinin blokasyonu ovaryum kanseri tedavisi i¢in ¢ok
onemlidir (31). Son yillarda, ovaryum kanserli hastalarin genel sagkalim orani,
cerrahi, kemoterapi ve molekiiler hedefli tedavi dahil olmak {izere tedavilerin
gelisimi ve kombinasyonlar1 nedeniyle belirli bir 6l¢iide gelismistir (29). Ovaryum
kanseri histolojik ve genetik olarak epitelyal ve germ hiicre kaynagini igeren genis
bir maligniteyi kapsar. Hiicre tipinin kokenine gore farkli tiirde ovaryum kanserleri
vardir. Ovaryum kanserlerinde; epitelyal ovaryum kanseri (EOC), gonadal-stromal
ve germ hiicresi kanserleri, sirasiyla,% 90, % 6 ve % 4’liik insidansa sahiptirler.
Epitelyal ovaryum kanseri, selomik epitelyum veya mezotelyumdan gelisir digerleri,
primordial germ hiicreleri, ovaryan stromal veya mezensim ve seks kordonundan
kaynaklanir. Bazi1 faktorler yaslilik, nulliparite, aile Oykiisii, infertilite ve
endometriyozis gibi yiiksek ovaryum kanseri riski ile iligkilidir; 6te yandan, oral
kontraseptif kullanimi, salpingo-ooferektomi, tubal ligasyon, histerektomi ve
laktasyon gibi faktorlerin daha koruyucu bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir (35).
Epitelyal over kanseri insidansi yasla birlikte artarak 7. dekadda maksimuma ulassa
da, reproduktif donemde de goriilebilmektedir. Cocuk dogurma yasinin ileri yaslara
kaymas1 ile reproduktif donemde olup da epitelyal over kanseri tedavisi gerektiren
hasta sayist artmig, doktorlar fertilite korunmasi gibi bir problemle yiizyiize
gelmistir. Epitelyal olmayan over kanserlerinde fertilite koruyucu cerrahi yiiz

giildiiriicii olmakla beraber daha malign seyirli olan epitelyal kanserlerde overlerin
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korunmas1 fikri jinekolojik onkologlar1 zorlamaktadir. Caligmalar gostermistir ki
stage 1A grade 1 grubundaki kanserler fertilite koruyucu cerrahi igin giivenlidir.
Epitelyal over kanserlerinin fertilite koruyucu yaklasiminda kanserin histolojik tipi
de biiyiik 6nem tasimaktadir. Epitelyal over kanserleri progresyon agisindan clear
cell ve non-clear cell seklinde ayrilmis; agresif seyreden clear cell grubu kanserler
grade 3 seklinde degerlendirilmis, bu nedenle overlerin birakilmasinin uygun
olmadig1 seklinde diisiiniilmiistiir. FIGO’nun jinekolojik kanser tedavi sonuglarini
sunan 26. yillik raporuna gore epitelyal over kanserlerinin % 7,2’si 40 yasin altinda;
% 2,7’si ise 29 yagin altindadir. 40 yasin altindaki bu hastalarin % 60°1 stage 1 de
tan1 almaktadir. Bu nedenle fertilitesini tamamlamamis bu geng¢ hastalarin fertilite
preservasyonu hasta ve hekimler i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir (37).

Ovaryum dokusu bir¢ok farkli hiicreyi barindirir. Bu yiizden ovaryum
kanserleri; epitelyal, stromal ve germ hiicreler olmak iizere ti¢ farkli hiicre tipinden
koken alirlar. Epitelyal hiicreden meydana gelen ovaryum kanserleri tim ovaryum
kanserlerinin % 90’nindan fazlasin1 olusturur ve histolojik 6zelliklerine gore serdz,
miisindz, endometrioid, berrak hiicreli, degisici epitel hiicreli, farklilagmamig ve az
farklilagmis gibi alt gruplara ayrilirlar. Bunlar igerisinde en sik goriilen tip ise ser6z
tiptir (38). Ovaryum kanseri olan hastalarin genel sagkalim oranini iyilestirmek igin,
yeni ¢alismalar, fizyolojik ve biyolojik olarak kullanilabilir, ayn1 zamanda maliyet-
etkin olan yeni, etkili ve toksik olmayan tedavi stratejilerinin yani sira nutrisotikler
bulmay1 hedeflemistir (36).

Ovaryum, farkli embriyolojik kdkenli dokularin bir araya gelmesi ile olusan
ve neoplazilere yatkinlig1 bulunan bir organdir. Bu farkli dokulardan kaynaklanan
tiimorler oldukga fazla sayida ve karmagsiktir. Ovaryumun malign tiimorleri asagidaki
gibi siniflandirilabilir; .

e Epitelyal ovaryum tiimorleri
e Germ hiicreli timorler
e Stromal tiimorler
e Ovaryum sarkomu
e Ovaryumun metastatik tiimorleri
Epitelyal ovaryum tiimorleri: Tim ovaryum kanserlerinin %90’ 1m1

olustururlar. Bu kanserler ovaryumun disini saran germinal epitel hiicrelerinden
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kaynaklanmaktadir. Seréz kist adenokarsinom, misindz kist adenokarsinom,
endometrioid karsinom, farklilasmamis kokenli karsinom ve berrak hiicreli karsinom
olarak gruplara ayrilir. Tim epitel kokenli ovaryum tiimorlerinin %15°1 sinir
cizgisinde bulunur yani kanseréz degillerdir ve diigsiik malignite potansiyelleri
bulunmaktadir.

Germ hiicre tiimérleri: Tiim ovaryum kanserlerinin %3’iinii olusturan germ
hiicre tlimorleri ovaryumdaki oositlerden kaynaklanmaktadirlar. Cogunlukla
ergenlikte ve geng¢ bayanlarda goézlenir. Cok hizli ilerlemesine ragmen tedaviye
duyarhdir. Hastalarin yaklasik %90°1 tedavi edilebilmekte ve fertiliteleri de devam
edebilmektedir.

Stromal tiimorler: Tiim ovaryum kanserlerinin % 6’sim1 olusturan bu
tiimorler bag dokusundan ve strojen-progesteron iireten hiicrelerden gelisir. Stromal
timorler yayilmazlar ve prognozlar iyidir. Eger yayilirsa tedavisi diger tiirlere gore
cok daha zordur. Stromal tlimérlerin yarisindan fazlast menopoz sonrasi donemde
goriiliir. Teratomalar ve fibromalar, graniiloza hiicre tiimdrleri, graniiloza teka
tiimorleri ise habis olanlaridir.

Sinir-¢izgi ovaryum tiimorleri: Ovaryum tiimdrlerinin yaklagik % 15’1
“sinir ¢izgi (borderline)” olarak smiflandirilir. Ciinkii mikroskop altindaki
goriinlisleri habis ile selim arasindadir. Bu tiimorler genellikle “diisiik malignite
potansiyeli olan karsinomlar” olarak nitelendirilirler, nadir olarak metastaz yaparlar
ve Oltime sebep olurlar. Sinir ¢izgi karsinomlar ovaryumdan disina yayilirsa % 10-20

oraninda 6liimciil olmaktadirlar (39).
2.7. Apoptozis

Her hiicre, dogar, ¢ogalir (proliferasyon), farklilagir (diferansiasyon) ve oliir
(apoptozis). Biitiin bu olaylar dogal bir denge halinde siirer gider. Doku homeostazisi
bir diizen icinde olusu, apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde
stirdiirilmesine baglidir. Son yillarda, bu dengenin bozulmasinin bir¢ok Onemli
hastaligin patogenezinde rol aldigi ve Ozellikle artmig proliferasyon ve azalmis
apoptozisin karsinogenezisde rol oynadigi diisiiniilmektedir (40).

Hiicre 6liim tiplerinden biri olan apoptoz yunanca agagtan diisen yaprak veya

cicekten ayrilan petal anlamina gelir. Apo: ayri, Ptosis: diisme demektir. Apoptoz
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terimi ilk kez 1972°de Avusturalyali bir patolog olan J.F.K. Kerr tarafindan
tanimlanmistir. Apoptoz genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri,
genlerle diizenlenen, programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan,
organizmada homeostazi koruyan bir olaydir (41).

Programli hiicre 6liimii, hiicre i¢i bir programin aracilik ettigi diizenlenmis
hiicre Oliimii olarak tanimlanir. Apoptozun baslangicta programlanmis hiicre
Olimiintin tek sekli oldugu diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte, son on yilda,
programlanmis hiicre Oliimii otofaji ve nekrozis olarak adlandirilan nekrozis
(programlanmis nekroz) seklini kapsayacak sekilde genislemistir. Programli hiicre
Olimii, ozellikle apoptoz ve nekrotoz, malign hiicrelerin hayatta kalmasmi ve
yayillmasini engelleyen dogal siireclerdir. Bununla birlikte, kanser hiicreleri,
programlanmis hiicre 6liim yollarinin anahtar modiilatorlerinde genetik mutasyonlar
veya epigenetik modifikasyonlar olusturarak programlanmis hiicre Sliimlerinden
kaginmak i¢in gesitli stratejiler gelistirirler (42).

Metastaz kanserin, daha ilerlemis bir evre ve daha kétii bir prognozunu
gosteren Oonemli bir adimidir. Kanser metastazi i¢in hiicre digi matrisin (ECM)
bozulmasi, epitelyal-mezengim gecisi (EMT), timor anjiyogenezi, enflamatuar timor
mikrogevresinin gelisimi ve programlanmig hiicre 6liim mekanizmalarinin islev
bozuklugu dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel siire¢ gosterilmistir. Bu hiicresel olaylar
sirasinda metastatik bir hiicre tarafindan yapilan hatalar hiicre 6liimiine yol acabilir.
Bu nedenle, hiicre dlimiiniin regiilasyonu, kanser hiicrelerinin metastaz sirasinda

hayatta kalmasi i¢in kritiktir.
2.7.1. Apoptotik Hiicredeki Degisiklikler

Apoptoz hiicrenin kendini yok etmek icin bir takim metabolik ve fizyolojik
islemleri devreye soktugu bir olaydir. Yaklasik 30 — 60 dakika gibi bir siirede
tamamlanir. Hiicre iskeleti apoptozda Onemli bir role sahiptir. Elektron
mikroskobunda apoptoz uyarist alan hiicre bulundugu ortamdan uzaklasir, komsu
hiicrelerle baglantisin1 koparir ve biizligiir, kromatini yogunlagir piknotik bir
goriinlim alir, sitoplazmanin biizlilmesi, plazma membraninin kabarmasi, mitokondri
dis membraninda sisme, mitokondrial membran araliginda sitokrom c¢ ve bir

oksidorediiktaz ile iliskili flavoprotein olan “Apoptozis Indiikleyici Faktor” salmin
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olusur. Hiicre zar1 yapisinda bulunan fosfotidil serin hiicre zarmin i¢ yliziinden dis
ylziine transloke olur. Cekirdek kiiciiliir, pargalara ayrilir. Hiicre zarla sarili
tomurcuklar halinde kopar, apoptotik cisimciklere ayrilir. Apoptotik cisimcikler
makrofajlar tarafindan tanimir ve fagosite edilir, ancak enflamasyon goriilmez
(41,43).

2.7.2. Apoptoz Mekanizmasi

Genel olarak apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi
molekiiller, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol oynar.
Apoptotik slire¢ boyunca hiicre i¢ine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari;
endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda ve
hiicre iskeleti organizasyonunda rol alir (41)

Apoptozisin indiikklenmesinde {i¢ prototip sinyal yolunun rol aldig
bilinmektedir.

- Mitokondri / Sitokrom-C Aracili Apoptozis Olusturulmasi

- Hiicre Yiizeyindeki Reseptdrlere Baglanan Oliim Aktivatorleri Ile

Tetiklenme

- Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptozis Olusturulmasi

Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasi

Mitokondri normal sartlar altinda ATP olusturmak iizere sitokrom-c ihtiva
eder. Mitokondrial stres durumlarinda serbestlenen sitokrom-c apoptotik hiicre
Oliimiinde kaspaz-3 aktivasyonu i¢in onemli rol teskil eder. Bu yolda mitokondri
tarafindan kontrol edilen apoptotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1) ve kaspaz-9
bulunmaktadir. Ko-faktor niikleotid trifosfat (d-ATP ve ATP) ile aktive edilen
sitokrom-c ve apaf-1 birleserek prokaspaz-9’u aktive eder. Aktive kaspaz-9 da
kaspaz-3’ii aktive ederek diger kaspaz kaskadinin tetiklenmesini saglar. Saglikli bir
hiicre mitokondrisinin dis membraninda Bcl-2 proteini yer alir. Bcl-2, Apaf-1
proteininin bir molekiiliinii baglar. Bcl-2 neden oldugu internal hasarla mitokondride
catlaklar olusturarak Apaf-1 ve Sitokrom-C salinimina yol acar. Bu iki protein
kaspaz-9 molekiillerine baglanir. Bu proteolitik aktivitenin kaskadi kan pihtilagmasi

ve kompleman aktivasyonuna benzer. Terminal u¢ kaspaz-3'tiir. Bu proteolitik
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aktivite ile sitoplazmada yapisal proteinlerin sindirimi, kromozomal DNA'nin

degradasyonu ve hiicrenin fagositozu saglanir (44).

Dis Sinyallerle Apoptozisin Tetiklenmesi

Birbirini tamamlayan oliim aktivatorlerinin (Fas-L ve TNF) hiicre
ylzeyindeki Fas ve TNF reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz-8' i
aktive eden sinyaller yayilir. Kaspaz-8 (kaspaz-9 gibi) diger kaspazlar1 uyarir ve
hiicrenin fagositozuna yol agar. SCI reseptorleri Fas ve p-75 ile baglantilidir. Bu
reseptorler timor nekroz faktdr reseptor (TNFR) gen ailesinin iiyeleridir. Bunlarin
apoptotik hiicre 6liimiinii baglatan kaspaz kaskadini aktive ettigi bilinmektedir. Diger
sistemlerde de oligodendrositlerde oldugu gibi apoptozis olusumunda Fas ve p-75’in
sorumlu oldugu gosterilmistir. Fas reseptoriiniin, Fas ligand (Fas-L) ile karsilikli
etkilesimi FADD (Fas bagimli 6liim domain proteini) araciligi ile olur ve bunun

sonucunda da kaspaz-8 aktive edilerek apoptotik dongii baslar (44).

Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptozis Olusturulmasi

Son zamanlarda amiloid B ndrotoksisitesine katkida bulunan kaspaz- 12’ye
bagimli endoplazmik retikulum (ER) aracili apoptotik yol tarif edilmistir. Bu yol
mitokondrial / sitokrom-c ve 6liim reseptor aracili apoptozisten farkli bir yoldur. ER,
hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren
birgok siirecte kritik dneme sahiptir. Kaspaz-12, ER membraninda lokalize olan ve
ER aracili apoptozis icin esas teskil eden bir kaspazdir. Son calismalar gostermistir ki
Cat++ seviyelerinin yiikselmesi ve kalpainin ER’yi etkilemesi ile prokaspaz-12
aktiflenir. Ayrica kaspaz-7 salinimi ile de prokaspaz-12 salinimi arasinda bir baglanti
bulunur. Aktiflenmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile karsilikli olarak
etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder. Son ¢aligmalar, in vivo ve in vitro

olarak kaspaz-12’nin kaspaz-9’u aktive ettigini gdstermistir (44).
2.7.3. Patolojik Durumlarda Goriilen Apoptoz Olaylari

Diyabet, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastali§i, bagisiklik sistemi
hastaliklar1, follikiiler atrezi, viral enfeksiyonlar, tiimorlerde hiicre 6liimi (hem

biiylime hem de regresyon asamasinda), AIDS, aterosklerozis, miyokard infarktiisii,

28



organ transplantasyonlari, oksidatif stres, alkolizm canlida apoptoza neden olur (41).
Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofi (kastrasyon sonrasi prostat atrofisi,
glukokortikoid kullanimi sonrasi timusta lenfosit kaybi vb.) Parankimden zengin
dokularda duktus tikanmasindan sonra patolojik atrofi (pankreas ve bdbrek
tiibiillerinde oldugu gibi). Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre OSliimii
(otoimmun hastaliklar). Cesitli etkenlerle olusan hiicre 6liimii (radyasyon, antikanser
ilaglar1, hipertermi, hipoksi, travma) (44).

Hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya ¢evreden gelen
sinyallerle apoptozis baslamaktadir. Apoptozis dnceden hazir olan hiicrelerde primer
baslatilabilir ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisir.

Hiicre dis1 uyaranlar arasinda; tiimor nekroz faktorii (TNF), koloni uyarici
faktorler (CSF), néron biiylime faktorii (NGF), insiilin benzeri biiylime faktorii
(IGF), IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar,
cesitli antijenler 6nemli yere sahiptir. Otoimmun hastalik gelisiminde rolii oldugu
belirtilen Fas/FasL, sFas proteinleri, virlisler de (HIV gpl20 proteini, influenza
viriisii TNF reseptorii iizerinden; adenoviriis hiicre genetik yapisini bozarak) hiicreyi
apoptozise gotiirmektedir. Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida

gen bulunmaktadir (40).
2.7.4. Apoptoz ve Kanser Metastazi

Kanser metastazi bes ana asamaya bdliinebilen karmasik bir siiregtir:

[lk adim olan invazyon, hiicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimlerindeki
degisikliklerin neden oldugu artan hiicre motilitesi ile karakterizedir.

Ikinci adim, tiimdr hiicrelerinin birincil bolgeden kagtign ve dolasim
sistemlerine gog ettigi, intravasasyondur.

Ucgiincii adim, yayilma, kanser hiicrelerinin damar duvarlarina yapistig1 veya
boyut kisitlamalar1 nedeniyle bu bdlgelerde goézaltinda tutuldugu bir kilcal yataga
ulagmak i¢in dolasim sistemlerinden dolagan malign hiicrelerin islemidir.

Dordiincii agsama, kanser hiicrelerinin damarlarini hedef organlarina girmesine
izin verdigi ekstravazasyondur. Kolonizasyon, metastatik hiicrelerin ¢ogaldigi ve
mikrometastaz veya makrometastazlar olusturdugu son adimdir. Alternatif olarak,

metastaz, yeni bir perspektife gore iki fazli bir silire¢ olarak diisiiniilebilir: birinci
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asama, bir kanser hiicresinin uzak bir organa fiziksel translokasyonunu igerirken,
ikinci faz, kanser hiicrelerinin gelisim siirecini uzak bolgedeki metastatik lezyon.
Tipik olarak, metastazin baslangi¢c asamalar1 (invazyon, intravasation, yayma ve
ekstravazasyon) cok yliksek bir verimde ilerler, ancak son adim, kolonizasyon, daha
az ectkilidir. Dolasimdaki tiimor hiicrelerinin sadece% 0.01'inin nihai olarak
makrometastaz Urettigi tahmin edilmektedir. Bu verimsizlik, hiicrelerin yeni bir
ortama ulagsmasindan Once veya sonra ¢esitli stresler ile hiicre Olim
mekanizmalarinin aktivasyonu ile yakindan iligkili olabilir.

Bu tiir stresler arasinda, hiicre hiicre temaslarinin kaybi, kanser hiicrelerinin
bagisiklik sistemi tarafindan taninmasi ve yok edilmesi ve gerekli biiyiime
faktorlerinin olmamasi, bunlarin hepsi apoptoz, otofaji ve nekrotoz dahil olmak iizere

programlanmus hiicre liimiinii tetikleyebilir (40—42,45).
2.7.4.1. Apoptotik Sinyal Yolu

Iki temel apoptotik sinyal yolu vardir: ekstrinsik ve intrinsik yollar.

Intrinsik apoptotik yol DNA hasar1, bilyiime faktorii yoksunlugu ve oksidatif
stres de dahil olmak {iizere cesitli hiicre i¢i uyaranlar tarafindan aktive edilir.
Procaspase-9, apoptotik protea-onleyici faktor (Apaf-1) ve sitokrom c'den olusan
apoptozom olarak adlandirilan bir kompleksin olusumuna dayanir. Bax, Bak, Bcl-2
ve Bcel-xLL gibi  bir dizi Bcl-2 aile {yesi, mitokondriyal membran
permeabilizasyonunu diizenleyerek sitokrom c salinmasini kontrol eder.

Ekstrinsik apoptotik yol, 6liim ligandlarnin [6rnegin Fas ligand1 (FasL), TNF
ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) ve TNF-a] 'nin TNF reseptorii siiper
ailesinin 6liim reseptorlerine baglanmasiyla baslatilir. Bu etkilesimin Fas ile iligkili
6lim bolgesi (FADD) proteini ve procaspase-8 / 10'dan olusan 6liim indiikleyen
sinyallesme kompleksinin (DISC) montaji takip eder. Daha sonra DISC, hiicre
Oliimiinii dogrudan indiiklemek icin asag1 akis efektor kaspazlarini (kaspaz-3, 6 ve 7)
aktive eder veya mitokondri aracili intrinsik apoptotik yolagi aktive etmek i¢in Bel-2
aile tyesi teklifini tBid'e aywrir. P53, apoptoz proteinlerinin hiicresel inhibitorii
(cIAPs) ve NF-kB gibi bircok faktdriin apoptotik yolaklarin diizenlenmesinde rol
oynadig bildirilmistir. Kanser tedavisi i¢in apoptotik yollar1 hedef alan bir¢ok kii¢iik
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molekiil gelistirilmistir. Bu molekiiler yollar kullanilarak tedavi segenekleri

gelistirilmektedir (40—42).
2.7.5. Apoptoz’un Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Tablo 1 : Apoptozda kullanilan yontemler

Morfolojik goriintiileme yontemleri Immunohistokimyasal yontemler
1. Isik Mikroskobu 1. Anneksin V Yontemi

a. Hematoksilen Boyama 2. TUNEL Y 6ntemi

b. Giemsa Boyama 3. M30 Yontemi

2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal | 4. Kaspaz-3 Yontemi

Mikroskop

a. Propidium Iyodiir (PI)

b. Hoechst Dye

3. Elektron Mikroskobu

4. Faz Kontrast Mikroskobu

Biyokimyasal yontemler Immunolojik yontemler
1. Agaroz Jel Elektroforezi 1. ELISA

- DNA fragmentasyonu - DNA Fragmentasyonu
2. “Western Blotting” - M30 Diizeyi

Substrat kirilmalari 2. Fluorimetrik Yontem
- Aktif kaspaz’mn belirlenmesi - Kaspaz Aktivasyonu

- Sitokrom c saliverilmesi
3. “Flow” Sitometri

Molekiiler biyoloji yontemleri
- DNA Microarrays

Bu c¢aligmada yukaridaki tabloda belirtilen yontemlerden TUNEL ydntemi
kullanilmistir (43,44).

2.7.5.1. TUNEL Yontemi (ZTerminal deoxynucleotidyl transferase dUTP

transferase-mediated nick end-labeling)

DNA kiriklarmin in situ olarak taninmasini saglar. Apoptotik pargalanma
sonucu  DNA wuglari, DNA polimeraz veya Klenow fragmenti kullanilarak
isaretlenebilmektedir. Ancak terminal deoksintikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak
yapilan isaretleme goreceli olarak daha duyarli bir yontem olarak bulunmustur.
Konvansiyonel parafin kesitleri ya da hiicre kiiltiirii 6rneklerini, TdT ve nonizotopik
isaretli niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ isaretleme
ardindan floresan veya enzimatik goriintiileme, apoptotik hiicreleri digerlerinden

ayirmada yeterli olmaktadir. Bu yontem yaygin olarak “7d7-dUTP nick-end-
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labelling” sozciiklerinin kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi adiyla anilmaktadir

(43).
2.8. PI3K/ AKT / mTOR Sinyal Yolag:

Kanserde onemli oldugu saptanan ii¢ biiylik sinyalizasyon yolu arasinda
Fosfoinositol 3 kinazla (PI3K)/ AKT kinaz zinciri, protein kinaz C ailesi (PKC) ve
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/Ras sinyalizasyon zincirleri yer
almaktadir. Onemli bir sinyal yolu olan PI3K/AKT/mTOR proteinin islev siireci,
reseptor tirozin kinazlar ile yakin iligkilidir. Damar endoteli biiyiime faktortii (VEGF)
reseptoriiniin (VEGFR), trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) reseptor-a,
epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), c-Met gibi ¢esitli reseptor tirozin kinaz
(RTK)’lar kanser hiicrelerinden salinabilir. Bu RTK’lar i¢in kanser hiicrelerinin
fonksiyonunu bi¢imlendirmede PI3K/ AKT/ mTOR sinyal yolunu kullanmaktadir.
Bu yolaklar hiicre profilerasyonunda ve tiimorogenezde oOnemlidir. Bunlardaki
bozukluklar bir¢ok kanserin patogenezinde yer almaktadir. Kanser hiicrelerinde pek
cok farkli mekanizma PI3K/AKT/ mTOR yolunun yapisal aktivasyonu ile sonu¢lana-
bilir (Sekil 4) (45-47).
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Sekil 4: PI3K/AKT/ mTOR sinyal yolu

Ovaryum kanserinde yiiksek niiks orani ve diigsiik sagkalim, geleneksel

tedaviye ek olarak daha spesifik bir terapotik yaklasimin gerekli oldugunu
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diisiindiirmektedir. Translasyonel ve klinik arastirmalar, tiimor biiyiimesini etkilemek
ve antiblastik ajanlarin toksisitesinin ortiismesini en aza indirmek i¢in alternatif bir
yol bulmak amaciyla yeni molekiiler hedefler arastirilmaktadir. Hiicre biiyiimesi,
motilite, sagkalim, proliferasyon, protein sentezi, otofaji, transkripsiyon ve
anjiyogenezin diizenlenmesi dahil olmak iizere pek ¢ok hiicresel aktivitede rol aldig:
distintildiiginde, PI3K / AKT / mTOR en fazla arastirilan hiicre i¢i sinyal
yollarindan biridir. Bu yolun bir de-regiilasyonu ovaryum kanseri de dahil olmak
lizere bir¢ok tiimorde gosterilmistir (48). Bircok insan malignitesinin biiyiimesinde,
cogalmasinda ve metastazinda 6nemli bir rol oynar. Onceki genomik ¢alismalar, bu
yolun, yumurtalik karsinomasinda diger malignitelere kiyasla daha sik mutasyon
degisiklikleri ge¢irdigini One siirmiistiir. Biriken deneysel kanitlar ayrica, PI3K /
AKT / mTOR sinyallemesinin, yumurtalik kanseri ozelliklerinin ve yumurtalik
kanserinin kotlii prognozlarmin edinilmesinden sorumlu oldugunu gostermektedir.
CCN 1 ailesinin biiylime faktorlerinin bir iiyesi olan Cyr61'in ovaryum kanseri
hiicreleri / dokularinda yiiksek oranda eksprese oldugu ve hastaligin kotii prognozu
ile iliskili oldugu bilinmektedir. CCN1' in ovaryum kanseri hiicrelerinde PI3K / Akt /
mTOR kaskadr modiile ettigi gosterilmistir. Metformin ile CCN 1 sinyallemesini
hedefleyerek over kanser hiicrelerinin onkojenik potansiyelini inhibe ettigi ortaya
konulmustur (49).

Bir ¢alismada, ERSmin PI3K / AKT / mTOR yolagimin aktivitesini
baskilayarak ovaryum kanseri SKOV3 hiicrelerinin apoptozunu indiikledigini ortaya
cikarmustir (50). Ayrica mTOR ve PI3K / Akt, serin / treonin kinazin sinyal yolaklari
birincil otofaji diizenleyici yollar olarak kabul edilir ve kapsamli olarak
arastirilmaktadir (51).

Gegtigimiz on yilda, kanser kok hiicrelerine (CSC'ler) benzer hiicreler,
akciger, gogiis, kolon ve karaciger gibi ¢esitli kati tiimorlerde tanimlanmustir.
CSC’lerde PI3K / Akt ve mTOR sinyal yollarnin memeli hedefi, hiicre
proliferasyonu, anjiyogenez, metabolizma, farklilasma ve sagkalim gibi bir¢ok

fizyolojik ve patolojik durum i¢in ¢ok dnemlidir (13).
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2.8.1. PI3K Sinyal Yolu

Fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) yolu, onkojenleri ve bir¢ok reseptor sinifini
bir¢ok temel hiicresel fonksiyonlara baglayan kritik bir sinyal transdiiksiyon sistemi,
insan kanserinde belki de en yaygin olarak aktive edilen sinyal yoludur. Bir p110
katalitik alt birimi ve bir p85 diizenleyici alt birimden olusan heterodimerlerdir.
Diizenleyici alt birim, enzimin reseptor baglanmasina, aktivasyonuna ve
lokalizasyonuna aracilik eder. Memelilerde, p85a kodlayan {i¢ gen, PIK3R1, PIK3R2
ve PIK3R3 wvardir. Biiyiime faktorii stimiilasyonuna ve RTK'lerin miiteakip
aktivasyonuna cevaben PI3K, p85 alt iinitesinin, aktive edilmis reseptorler tizerindeki
tirozin fosfat motiflerine dogrudan (6rn. PDGFR) veya reseptorler ile baglantili
adaptor proteinlerine (Orn., insiilin reseptdr substrati) etkilesmesiyle membrana
islenir. Aktive edilmis p110 katalitik alt-birimi fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfat, PI
(3,4,5) P3 iiretir, bu da ¢oklu akis sinyalizasyon yollarini aktive eder. PI3K orijinal
olarak onkogenler ve aktive edilmis RTK'lere baglanmasiyla yirmi yil 6nce
karakterize edilmis olmasina ragmen, 1990'larin sonlarina kadar, timor baskilayici
PTEN'in bir PI3-lipid olarak islev gordiigii gosterildiginde insan kanseri ile iliskisi
saptanmamistir. Son zamanlardaki kapsamli kanser genomik analizleri, PI3K
yolunun ¢oklu bilesenlerinin ortak insan kanserlerinde sik sik mutasyona
ugratildigint veya degistirildigini ve bu yolun kanserdeki dnemini vurguladigini
ortaya koymustur (10).

Kanserde fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) degisikligi, malignitenin 6nde
gelen bir nedeni olarak degerlendirilmis ve PI3K inhibitorleri, SKOV-3 ovaryum
kanseri hiicre hatti'nin kontrolii i¢in genis ¢apta calisilmistir (50).

In vivo kanser hiicre hatlarindan, in vitro ve hayvan modellerine kadar tiim
deneysel veriler, antosiyanin ve antioksidanlarin antitimor etkilerinin ana
molekiiler mekanizmasinin, Ras-MAPK ve PI3K / Akt sinyal kaskadi yolaklari
tizerinde etki ederek, RTK'leri (EGFR, PDGFR ve VEGF / VEGFR) hedefleyerek
kanser hiicresi biiylimesini ve metastazinin inhibisyonuna aracilik ettigini
gostermektedir.

Yapilan ¢alismalarda siyanidinlerin, kanser hiicrelerinde PI3K / Akt yolunu

inhibe ederek kanser hiicrelerinin invazyonunu azalttig1 ortaya koyulmustur (52).
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PI3K molekiilii, ovaryum ve servikal kanserlerde asir1 eksprese edilir. Mutasyonlari
meme kanseri, glioblastoma ve mide kanserinde de gozlenmistir. PI3K sinyal
yolunun aktivasyonu, timor protezinin tiim 6nemli yonlerinden sorumlu olan hiicre
cogalmasina, hayatta kalmasina ve hareketliligine ve ayn1 zamanda anjiyojeneze de
katkida bulunur. Bu nedenle, birgok ilag¢ sirketi ve akademik laboratuvar, PI3K ve
diger kilit bilesenleri hedef alan inhibitorleri aktif olarak gelistirmektedir. AKT ve
mTOR dahil olmak iizere, bu sinyal yolundaki PI3K izoformlarini ve diger ana
diigimleri hedefleyen inhibitorler preklinik calismalara ulasirsa da, 6nemli sorunlar
devam etmektedir (10). Bu calismada PI3K yolunun ovaryum kanserinde antosiyanin
ve antioksidan igerige sahip olan Aronia Melanocarpa tarafindan inhibisyonunu ve
kanserde PI3K yolunu hedefleyen ajanlara ek olarak bir ekstraktin daha olabilecegini

kanitlayarak terapotik gelisime katkida bulunmaya ¢alismaktayiz.

2.8.2. mTOR Sinyal Yolu

mTOR (Mammalian target of rapamycin- Rapamisin’in Memelilerdeki Hedef
Molekiilii), bliylime faktorleri, besinler ve mikro c¢evresel degisimlere yanit olarak
hiicresel biiylimeyi koordine etmekte biitlinsel bir rol oynar. mTOR, PI3K iliskili
kinaz ailesinin bir iiyesi olan bir 289-kDa hiicre i¢i serin / treonin kinazdir (53,54).
mTOR katabolik ve anabolik metabolizmalar arasinda anahtar gorevi goriir.

Rapamycin, mTOR kinazin1 spesifik olarak inhibe ettiginden “mTOR”
kisaltmasi “rapamycin’in memelilerdeki hedefi” i¢in kullanilir (55).

Rapamisin (sirolimus), 1975 yilinda Rapa Nui’de toprak mahsullerinden
dogal olarak tiretilmistir. Baglangi¢ta immiin supressif 6zelliklere sahip antifungal bir
ajan olarak kullanilmistir. Bunun memeli analogu ise mTOR olarak tasarlanmistir.
Rapamisin 1980’li yillarda Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan antikanser
aktivitesi yoniinden analiz edilmis ve genis antikanser aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Sonralar1 1990’larda rapamisinin substratti TOR olarak tanimlanmstir.
Antikanser ajanlar olarak mTOR inhibitorlerinin ortaya ¢ikist ana molekiilden ziyade
rapamisin analoglar1 ile baglamigtir. Giincel olarak bu analoglar temsirolimus,
everolimus, ridaforolimus ve deforolimustan olusmaktadir. mTOR inhibitorlerinin
kanserli hastalarda giivenilirlikleri ve etkinlikleri kanitlanmistir. mTOR inhibitorleri

ile yapilan klinik ¢aligmalar uzun siireli objektif tiimoér yaniti saglamistir. mTOR
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inhibitorii ilaglarin meme, lenfoma, akciger, mide ve sarkom ve over kanserlerini

icine alan ¢esitli solid tiimorlerde etkinligi gosterilmistir (46,53,54).
2.8.2.1. mTOR’in Gorevi

mTOR yolu, hiicre biiyiimesi ve proliferasyonunun o6nemli bir
diizenleyicisidir ve yapilan caligmalar, deregiilasyonun, kanser ve diyabet dahil
olmak iizere insan hastaliklariyla iliskili bircok mekanizmada bu yolun etkili
oldugunu gostermektedir. mTOR yolu, otofaji, ribozom biyojenezi ve metabolizma
dahil olmak {izere birgok siireci diizenlemek icin besinlerden, enerji durumundan ve
biiyiime faktorlerinden gelen sinyalleri birlestirir. iki yapisal ve islevsel olarak farkli
mTOR igeren multiprotein kompleksleri ve tiiberoz skleroz protein 1 ve 2 (TSCI /
2), Ras homolog enriched brain (rheb) ve aktive edici protein kinazlar (AMPK)1
mTOR'un up-regiilatorleri olarak tanimlayan son c¢alismalar, mTOR'un farkli
sinyalleri nasil algilayabildigini ve sayisiz tepki iretebildigini ortaya c¢ikarmaya
baslamistir (56). Son yirmi yilda yapilan kapsamli arastirmalar, protein sentezinden
otofajiye kadar pek cok temel hiicre siirecini diizenleyen mTOR i¢in merkezi bir rol
oynamistir ve deregiile edilmis mTOR sinyali kanser ve diyabetin yani sira yaslanma
stirecinin ilerlemesinde de rol oynamaktadir (53).

mTOR sinyallemesi, hipoksi-indiiklenebilir faktor 1 (HIF-1) ekspresyonunu
artirabilir, bu da vaskiiler endoteliyal biiytime faktorii (VEGF) -A 'min {iretim ve
sekresyonunda es zamanli bir artisa neden olur.

Aktif mTOR sinyallemesine sahip baz1 tiimorler yiiksek derecede vaskiilarize
edilmistir. Bu nedenle, mTOR yolaginin hedeflenmesinin, tiimdr anjiyogenezini
inhibe etmede etkili bir yol olabilecegine inanilmaktadir. mTOR; PI3K ak-
tivasyonunun sinyal iletiminde etkili temel bir kinazdir ve PI3K/AKT sinyal
transdiiksiyon yolaginin bir bilesenidir.

mTOR yolu, insan epidermal biiylime faktorii reseptorleri 1-4 (HER1-4),
PDGFR/KIT ve insiilin biiylime faktorii reseptorii (IGFR) gibi asir1 eksprese edilmis
veya mutasyona ugramis tirozin kinaz reseptorleri dahil eksojen onkogenler ile
aktive edilebilir ve Ras dogrudan PI3K pl10 alt {initesine baglanir. mTOR sinyal
iletiminde, ribozomal protein S6 kinaz beta-1 (S6K1) veya Okaryot translasyon

baslatict faktor 4E (elF4E)’iiniin asir1 ekspresyonu ve/veya amplifikasyonu da
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onkogeneze katkida bulunabilir. Ancak, kanserde mTOR aktivasyonu igin bir
gerekce daha vardir. Aktiflesen p53, mTOR negatif diizenleyicisi olarak etkide
bulunur. Ornegin, glukozdan yoksun kalman kosullarda, kanserde p53 fonksiyonu
siklikla ortadan kalkar ve bdylece bu durum mTOR yapisal aktivasyonunun lehine
olabilir. mTOR inhibitorii ilaglar, hiicre i¢i protein olan FK506 baglayici protein-12
(FKBP-12) ile kompleks olusturarak raptor’un mTOR’a baglanmasini engelleyerek
mTOR aktivitesini Onlerler (46).

mTOR proteini sitoplazmada bulunan mTORC 1 ve mTORC 2 olmak {izere
iki yapisal ve fonksiyonel olarak ayri kompleksden olusur. mTORC 1, m RNA
translasyonunu, ribozom biyojenezi, otofaji ve metabolizmay1 diizenleyerek hiicre
biliylimesini kontrol eder ve bu aktiviteler rapamisin inhibisyonuna duyarlidir.
mTORC 1 ayrica, VEGF reseptorii, PDGF reseptorii, epidermal biiylime faktorii
reseptorii (EGFR), IGFR ve ayrica PI3K yoluyla besinler de dahil olmak iizere
bliytime faktorleri ile aktive edilebilir (54). mTORC 2 ise, hiicre sagkalimi ve
sitoiskeletal organizasyon dahil olmak iizere ¢oklu fonksiyonlar1 kontrol etmek i¢in
Akt, serum ve glukokortikoid indiiklenebilir kinaz (SGK)’a PKC 'yi fosforile eder ve
bu aktiviteler rapamisine nispeten direnc¢lidir (13,54). mTOR inhibitorleri sadece
mTORCI11 etkileyip, mTORC2’yi etkilememektedir.

Bu ilaglar, mTOR’un segici inhibitdrii olup mTORCI1’i inhibe ederler.
mTOR, iligkili protein komplekslerine bagli olarak iki tarzda fonksiyon
gostermektedir.

Ornegin; mTORC1, mTOR’un iliskili diizenleyici proteinlerinden ve diger
cesitli proteinlerden olugmaktadir. mTORCI1, sirolimusa ve besin seviyelerine
duyarhidir. Aksine mTORC2, sirolimusa duyarsizdir. mTORC2’den ziyade
mTORCI, sirolimus ve sirolimus analoglar1 tarafindan mTORC1’in yukar1 ve asagi
dogru sinyal akimi etkilerine dayanarak antitiimor bir hedef olarak goriilmiistiir. Bu
nedenlerle mTOR denildiginde mTORC]1’den bahsedildigi anlasilmalidir. Spesifik
olarak mTORCI, spesifik mRNA translasyonu gibi protein sentezini diizenleyen
stirecleri kontrol ederek hiicresel biiyiimeyi yonetir ve ribozomal proteinler ile G1’in
S-faz1 hiicre dongiisiine doniisiimiinii ve anjiyogenezi diizenler. PI3K/AKT yolagi

tizerinden sinyal akis yonii, yukartya dogru mTORCI, biiylime faktorleri, hormonlar,
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hiicre i¢i enerji diizeyleri ve hipoksi gibi ¢esitli sinyaller tarafindan diizenlen-
mektedir.

Son c¢aligmalarda mTORC2 kompleksinin fosfoinositid bagimli kinaz 2
(PDK2) ve AKT 1 fosforillenmesi gibi fonksiyonlar1 gosterilmistir.

Ayrica, mTOR apoptotik hiicre Sliimiiniin diizenlenmesinde de etkilidir.
Apoptotik 6liimde temelde p53, B-hiicreli lenfoma 2 (BCL2), BCL2 - antagonisti
(BAD), p21, p27 ve c-myc gibi sinyal iletim hedefleri belirleyicidir. mTOR
aktivasyonu hiicre 6liimiinii diizenleyerek, bu molekiilleri inhibe eder. Yine baska
calismalarda mTOR’un tiimor hiicre motilitesinde, anjiyogenezinde ve kanser me-
tastazlarinin regiilasyonunda énemli rol oynadigini gosterilmistir. PI3K/AKT/mTOR
sinyal yolagmnin diizensizligine sebep olan mekanizmalardan biride VEGF ve
anjiyogenezi artiran hipoksi indiiklenebilir faktor (HIF)’lerin artan ekspresyonu ile
timorogenezi olusturmaktadir. mTORC1 and mTORC2 komplekslerinin aktivitesi
HIF-1a ve HIF-2a’nin transkripsiyonundan sorumludur. Kanser hiicrelerinde, hipoksi
anjiyogenezin en giiclii uyaricisidir. Hipoksiye hiicresel cevabi diizenleyen en 6nemli
proteinler HIF’lerdir. HIFa ve HIFb subiinitlerinden olusur. Hipoksik durumlar
HIF’leri aktive eder, bu da anjiyogenez i¢in gerekli g¢esitli biiylime faktorlerinin
ekspresyonunu uyarir. Bu faktorler arasinda VEGF, temel fibroblast biiyiime faktorii
(bFGF) ve PDGF bulunmaktadir. Besin ve biiyiime faktorleri bol miktarda
bulundugunda, mTOR aktive olur, bu da protein sentezi, hiicre biiylimesi ve hiicre

gelisimine neden olur (Sekil 5) (46,57).
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Sekil 5: mTOR ve PI3K / Akt sinyal yollarinin bir modeli ve ara baglantilar

Onceki caligmalar, kanser kok hiicre (CSC)'leri bakiminda mTOR yolunun
roliinii gostermistir. mTOR baskilanmasi, kolorektal kanser kok hiicrelerinin bir
gostergesi olan aldehit dehidrogenaz 1 (ALDHI) aktivitesini azaltabilir. Sunayama
ve ark.’nin  ¢alismasinda, mTOR sinyalinin, glioblastoma kok hiicre benzeri
hiicrelerin kendi kendini yenilemesini ve tiimoérijenitesini korudugu gosterilmistir
(13).

Bir calismada ovaryan kanser hiicrelerine karsi antidiyabetik bir ila¢ olan
metforminin antikanser aktivitesi mTOR sinyal yolu'nun inhibisyonu ile
gerceklestirildigi gosterilmistir (49).

Molekiiler biyolojinin gelismesi ile mTOR inhibitorleri kullanilarak kanser
hiicrelerinde bozulan yolaklar1 hedef alan ilaglarin gelistirilmesi kanser tedavisinde

kolayliklar saglayacaktir (46).
2.9. MAPK Sinyal Yolu

MAP kinazlar, “Mitogen-activated protein kinases™ siiper ailesinde yer alirlar
(Sekil 6). MAPK sinyal iletim yolu, dkaryotik hiicrelerde mevcut olan bu proteinler

hiicre membranindan c¢ekirdege bilgi aktarilmasinda en Onemli diizenleyici
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mekanizmalardan biridir. Bu sinyal iletimi kaskadlari, embriyogenezis, yasama,
cogalma, diferansiasyon ve apoptozis islevlerinin diizenlenmesinde rol alir.

Memeli hiicrelerinde alt1 adet MAPK alt ailesi tanimlanmustir,; bunlar JNK 1
/ 2/ 3, hiicre dis1 sinyal diizenlenmis kinaz (ERK) 1/2, p38 MAPK (p38a /B /vy /9d),
ERK7 / 8, ERK3 / 4 ve ERK5 / BMKI1 (biiyiik MAP kinaz 1). Ustteki sinyal akis
kinazlar1 ile aktivasyondan sonra, farkli alt aileler, inflamasyon, stres, hiicre
biiylimesi, hiicre gelisimi, farklilagma ve 6liim dahil olmak iizere hiicrelerdeki ¢esitli
fizyolojik stirecleri, fosforilasyon transkripsiyon faktorleri, hiicre iskeletiyle iliskili
hiicreler ve enzimler gibi ¢oklu substratlar araciligiyla diizenlerler (6,58).

Temel olarak MAP kinazlar ii¢ ana gruba ayrilir.

1. p38 MAP kinaz ailesi,

2. “Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK)” ailesi,

3. “c-Jun NH2- terminal kinaz (JNK)” ailesi.

MAP kinaz yolu reseptor aracili uyarinin hiicre igine iletiminden sorumlu bir
kinaz kaskad: olarak ¢alisir. Sinyalin iletimi G-protein aktivasyonu (Ras
aktivasyonu) ile baslar ve MAPKKK’nin (MAP kinaz kinaz kinaz) aktivasyonundan
sonra sirastyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP kinaz)’in siral
fosforilasyonu yoluyla gerceklesir. MAPK ise sitoplazmik substratlarini (hiicre
iskeleti elemanlari, diger protein kinazlar) ve/veya niikleusta transkripsiyon
faktorlerini fosforile eder ve hiicrenin biyolojik cevabi olusur (Sekil 6). MAPK, serin
/ treonin protein kinaz ve kritik bir sinyal iletim sisteminin bir pargasi olarak gdrev
yapar (51,58).

G proteinlerinin ERK, JNK, p38 MAPK veya ERKS araciliginda; aktifleyici
protein 1 (AP-1), niikleer faktor kappa beta (NF- kB), siklik adenozin bir fosfat
cevap elementi (CRE), serum cevap elementi (SRE), aktifleyici transkripsiyon
faktorii 1 (ATF-1), transkripsiyon sinyali arttirici ve aktivatorii (STAT3), erken
biiylime cevap elementi 1 (EGR-1) , hipoksiyle indiiklenen faktor 1 alfa (HIF-1a) , ve
miyozite spesifik zenginlestirici faktor 2 (MEF 2) gibi cesitli transkripsiyon
faktorlerini diizenledigi gosterilmistir (6). Onceki ¢alismalar, c-Jun NH2-terminal
kinaz (JNK) yolunun, beslenme yetersizligi, sitokinler ve biiylime faktorleri
azalmalar1 ve norotoksik ilaglar gibi c¢esitli otofajilerde Onemli bir rol

oynayabilecegini gostermistir (51).
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2.9.1. p38 MAPK Sinyal Yolag:

Aragtirmalarda p38 MAPK yolaginin, p38a (MAPK14), p383 (MAPKI11),
p38y (SAPK3 veya ERK6 veya MAPK12) ve p3835 (SAPK4 veya MAPK13) olmak
tizere dort izoformu tanimlanmistir. p38a ve p38P izoformlar1 birgok dokuda, buna
karsin p38y iskelet kasinda ve p385 ise ¢ogunlukla akciger, bobrek, testis, pankreas
ve ince bagirsak da eksprese olur. p38 yolagi enzimleri, oksidatif stresler ve iyonizan
radyasyon gibi uyaranlarla p38’de bulunan Thr-Gly-Tyr amino asit dizisini
fosforilleyerek p38 yolagini etkinlestirir. p38 izoformlar1 substrat 6zgiinliiklerine
bagli olarak bazi proteinleri ve transkripsiyon faktorleini fosforilleyerek hiicresel
yanitlar olustururlar (6).

Cin’de sifali ot olan Quercetin, Onemli bir flavonoid ve anti-kanser
aktivitesine sahiptir. Quercetin, MAPK / ERK sinyalizasyon yolunu baskilayarak,
canlilign ve gogli inhibe edebilecegi ve glioma hiicrelerinin yaglanmasini ve
apoptozunu destekleyebilecegi kanitlanmistir.

Oleanolik asit (OA), glioma hiicrelerinin hayatta kalmasini, biiylimesini ve
anjiyogenezini baskiladigi iyi kanitlanmistir. OA, MAPK / ERK sinyalizasyon
yolunu inaktive ederek malign glioma hiicrelerinin gogiinii ve invazyonunu
baskilamaktadir.

Allisin hiicre bliylimesini inhibe eder ve bir MAPK / ERK sinyal yolu yoluyla
U87MG insan glioblastoma hiicrelerinde apoptosisini indiikler.

Klorid hiicre i¢i kanal 1, MAPK / ERK yolunu diizenleyerek prostat kanseri
hiicre proliferasyonunu ve gdogiinii, hiicrelerinin konjugat kaynakli apoptozisini
diizenleyebilir.

Sorafenib, timor ve vaskiiler hiicrelerde artmis apoptotik hiicre 6liimiinii
tetiklerken, MAPK ve PI3K / Akt yolaklarinin hiicre proliferasyonunu ve
fosforilasyon seviyelerini de 6nemli 6l¢ilide diistirmistiir.

U0126, bir MEK inhibitorii veya siRNA kullanilarak MEK1 / 2 ve ERK1 /2
aktivitesinin inhibisyonu, U20S insan osteosarkom hiicrelerinde nutlin-3 ile
indiiklenen apoptozun artmasina neden olmustur.

Mirk / Dyrk1B, MAPK / ERK sinyalleri ile etkilesim yoluyla hem ovaryum

kanseri hem de kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiine
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ve sagkalimina aracilik ederek ve her iki yolun ayni anda inhibisyonu ile insan

kanserleri i¢in yeni bir terapotik hedef olarak gosterilmistir (59).

Uyan BOyOme faktorleri Hocresel stres
RTK i i Hocre membrani
GTPaz Ras sitoplazma
MKKK Raf MEKK 1,2,3,4,5
MEKK MEK1/2 MKK4 + MEKK7
MAPK ERK1/2 p38 JNK
Y \J Y
Transkripsiyon faktorier ELK-1/2 ATF-2 c-JUN nokleus
Biyolojik cevap Proliferasyon Apoptozis, blyOmenin durmast,

Immaonolojik cevap, proliferasyon?

Sekil 6. MAPK ailesi ve sinyal iletimi. ATF: “Activating transcription factor’”, ERK: “Extracellular
signal regulated kinase”, GTP: “Guanosine triphosphate”, JNK: “c-Jun N-terminal kinase”, MAPK:
“Mitogen-activated protein kinase”, MEK: “Mitogen extracellular signal regulating kinase”, MEKK:
“MAPK/ERK kinase kinase”, MKK: “MAPK kinase”, MKKK: “MAPK kinase kinase”, p38: “p38
kinase”, RTK: “Receptor tyrosine kinase (58).

Sonu¢ olarak p 38 MAPK sinyal yolagimin da kanser ile iligkili ve

inhibisyonunun, kanser hiicre ve dokularinda apoptoza yol actig1 bilinmektedir (60).
2.10. Paklitaksel

Paklitaksel (PTX), Taxus brevifolia' min kabuklarindan izole edilen dogal
diterpendir. Klinikte uygulanan ilk taksan tiirevidir. Ilk olarak kemoterapiye direncli
meme ve ovaryum kanserli hastalarda palyatif (hafifletici) olarak kullanilmistir.
Giiniimiizde ise paklitaksel baslangi¢ tedavisi olarak kullanilmaktadir. Ik olarak
1963 yilinda Pasifik’in kuzeybatisinda, uzun yillarda yetisen her zaman yesil olan
Taxus brevifolia isimli pasifik porsuk agacinin islenmemis 0ziitii elde edilerek klinik

Oncesi caligmalarda cesitli tiimorlere karsi antitiimoral etkisi oldugu gosterilmistir.
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1971 yilinda bu 6ziitteki aktif bilesen paklitaksel tanimlanmistir (61,62).

Paklitakselin gelisim siireci; yeni bir kimyasal yap1 olmasi, klinik 6ncesi
caligmalarda diger etkin maddelere oranla antitiméral etkinliginin azlig1 ve sudaki
¢Oziinilirliigiiniin  diistikliigiinden dolay1 formiilasyon probleminin olmasi nedeniyle
uzun slrmiistiir. Ancak yapilan tiimor taramasi sirasinda ortaya ¢ikan paklitakselin
benzersiz etki mekanizmasi, onun yeniden canlandirilmasi saglanmistir.

Paklitaksel, beyaz renkte kristal toz yapidadir. Oldukca lipofilik yapida, erime
sicakligr 216-217°C’dir. Kimyasal agik ad1 ‘5B, 20-epoksi-1,2a, 4, 78, 10B, 130-
hekzahidroksitaks-11-en-9 on 4, 10-diasetat 2-benzoat-13 ester (2R,3S)-N-benzoil-3-
fenilizoserin’dir. ~ Molekiil formiilii C47HS51NO14, molekiiler agirhigr 853.,9
dalton’dur (Sekil 7).

Sekil 7: Paklitakselin kimyasal yapisi

Paklitakselin sudaki ¢oziintrligi 0,3 pg/ml’dir. Ancak c¢esitli organik
¢oziiclilerde nispeten daha fazla ¢oziintirliikk gostermektedir. Yiiksek oranda plazma
proteinlerine baglanmaktadir. Biiyiikk oranda P-450 aracili hepatik metabolizmaya
ugrar ve %10’undan daha az1 degismeden idrarla atilir. Yapiulan bir calismada,
siganlarda 6 saatlik inflizyonu takiben en yiiksek paklitaksel konsantrasyonu akciger,
karaciger ve dalakta eser miktarda da beyin ve testislerde biriktigi gosterilmistir (62).

Paklitaksel ovaryum, meme ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin
tedavisinde kullanilmakta; ayrica mesane kanseri, serviks, endometrial, 6zefageal

karsinomalarinin, bas ve boyun karsinomlarinin tedavisinde denenmektedir (61).
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Antitimor etkisini hiicrede mikrotiibiillerin toplanmasin1 arttirmak ve
depolimerizasyonunu Onleyerek stabil mikrotiibiil topluluklari olusturmak suretiyle
gostermektedir.

Paklitaksel hiicreler lizerindeki etkisini iki yolla yapmaktadir.

1) Hiicre Dongiisiinii Bloke Etmek: Paklitaksel, kanser tedavisinde kullanilan,
etkisini mikrotiibiiller iizerinde gosteren tubulin proteinlerine baglanarak mikrotiibiil
yapilanmasini engellemek yerine stabilize ederek hiicre boliinmesini durdurmaktadir.
Paklitaksel B tubulinde N-terminal 31 amino asite baglanarak (rao-2) hiicrelerin G2 /
M evresinde kalmasina neden olmaktadir. Hiicre siklus sirasinda mitotik faza
gegemeyen hiicreler boliinememekte ve G1 kontrol noktas: tarafindan apoptozise

yonlendirilmektedir (Sekil 8).

Preparation
| forDNA
©  Synthesis

Gy

terpneSy

DNA
Replication

4

S

Sekil 8: Hiicre dongiisii mekanizmast (63).

2) Apoptozis: Paklitakselin apoptozis etki mekanizmasi ilk olarak 1993
yilinda insan lenfoit 16semi hiicrelerinde gosterilmistir. Ardindan bu konuda farkl
hiicre hatlarinda ve ¢esitli in vivo hayvan modelinde ¢ok sayida arastirma
yapilmistir.

Paklitakselin hiicrelerin mitotik evreye ge¢melerini engellemesi sonucu

hiicreler boliinememektedir. Mitotik evrede kalan hiicre sayisindaki artis o hiicreleri
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apoptozise yonlendirici sinyaller olusmasmma neden olmaktadir. Ayni1 zamanda
yapilan ¢esitli caligmalarda paklitakselin apoptozisi bloke eden protein olan Bcl-2’ye
baglanarak apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir. Taxol direncli miirin tiimorii, Kolon
26 timord ile yapilan in vivo c¢alismada paklitaksel iceren lipozom
formiilasyonlarinin tiimoriin gelisimini durdurdugu goriilmiistiir (62).

Ik olarak 1991 yilinda tek basina paklitaksel kullanilmasiyla metastatik
meme kanserinde % 56 oraninda bir cevap elde edilmistir. Paklitaksel alan hastalarda
yapilan caligmalarda genel olarak cevap oranlari ilk basamak metastatik tedavide %
32-62, ikinci veya daha sonraki basamaklarda ise % 21-48 olarak bulunmustur.
Paklitaksel' in optimum dozu ve tedavinin uygulanis sekli halen tartismalidir.

Paklitaksel'in faz II ¢aligmalar1 sirasinda etkili oldugu saptandig: ilk tiimor
tiplerinden birisi ovaryum kanseridir. Paklitaksel ovaryum kanserlerinin primer ve
sekonder basamak tedavilerinde etkili bir bilesik olarak bulunmustur. Daha 6nce
platinyum ile tedavi edilmis hastalarin, paklitaksel ile tedavilerinde % 20-37
oraninda yanit alinmistir. Paklitaksel ve sisplatin daha once hi¢ tedavi almamis
hastalarda faz III calismalarinda kullanilmistir. Bu sekilde kullanimi standart
sisplatin-siklofosfamid tedavisi ile karsilastirilmis, paklitaksel verilen grupta daha iyi
sonu¢ almmistir. Son yillarda paklitaksel ovaryum kanserlerinin tedavisi i¢in en
uygun bilesik olarak bildirilmistir (61).

Paklitaksel bir¢ok kanser i¢in baslangigta kemoterapiye cevap verir, ancak
uzun vadede, tedavi prosediiriinde ila¢ direnci gelisir. Bu yiizden son yillarda
kombine tedaviler 6n plandadir. Bir ¢alismada paklitaksel direngli SKOV-3 ovaryum
kanseri hiicreleri lizerinde paklitaksele kiyasla delphinidin tedavisi anti-proliferatif
etkiler gostermistir. Delphinidin antosiyanin igerigi yliksek bir antioksidan tiirevidir
(64). Bir diger ¢alismada giiglii antioksidan igerigi olan silibinin ad1 verilen bir bitki
ekstrakt1 ile paklitaksel kombinasyonu SKOV-3 hiicre hatt1 {izerine kullanilmistir.

Kombine verilen grubun anlamh dl¢lide daha etkili oldugu bildirilmistir (65).
2.11. Aronia Melanocarpa (Siyah Chokeberry)

Meyveler, dejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser dahil
olmak {lizere saglik sorunlarina karsi, koruma saglamadaki katkilarindan dolay1

saglikli bir diyet icin tavsiye edilir. Meyvelerin hastaliklart 6nlemesindeki rolii,
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fenolik asitler, antosiyaninler veya flavanoller gibi bazi biyolojik olarak aktif
bilesiklerle baglantilidir.

Cilekler arasinda, chokeberries, tiikketimiyle ilgili saglik iddialar1 nedeniyle bu
meyve yakin zamanda dikkat cekmistir. Rosacea familyasina, Maloideae alt
familyasinin ait ¢ok yillik, yaprak doken bir ¢alilik olan siyah chokeberry (Aronia
Melanocarpa) son yillarda 6n plana ¢ikmaktadir. Meyvenin etli kismi, ac1 ve eksi bir
tada sahip koyu kirmizidir. Chokeberry meyvesi koyu mavi ve yuvarlak bir meyvedir
(Sekil 9). Kirmiz1 ve siyah yaban mersini dogal hibriti olan Aronia Melanocarpa
(A.melanocarpa)’nin, kirmizi chokeberry (A. arbutifolia) ve mor chokeberry (A.
prunifolia) olarak bilinen iki ¢esit chokeberry tiirli daha vardir. Genellikle, yaban
mersini meyve recelleri, meyve saraplari, meyve sulari, kuru meyve, konserve-
gidalar ve diger tirtinlere islenmek i¢in kullanilir. Chokeberry donmaya kars1 yiiksek
direng, mekanize hasat, nakliye ve soguk depolama sirasinda hasar goriilmeyen bir
meyvedir. Bu avantajlardan dolayi, chokeberry popiilaritesi yakin zamanda
yiikselmigtir. Kuzey Amerika kokenli olup, Danimarka, Dogu Avrupa ve Rusya'da
yogun olarak yetistirilmektedir (66—68).

Son yillarda {ilkemizde de Yalova ilinde fideleri yetistirilmeye baglanmistir
(69). Aronia antioksidanlar1 esas olarak vitamin C ve antosiyaninler, fenolik asitler,

flavanoller, flavonoller ve tanenler gibi polifenoller ile temsil edilir (66—68).

Sekil 9: Aronia Melanocarpa — Siyah chokeberry
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Ayni igerige sahip olan resveratrol ve quercetin gibi polifenol dozu olarak
karsilastirilabilir meyvelerden 2-3 kat daha biiyiik miktarlar da igerige sahip oldugu
tahmin edilmektedir.

Bu polifenollerin hem reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizleyerek hem de
oksidatif ortamlarla miicadele etmek icin hiicresel antioksidan sistemleri
indiikleyerek onemli antioksidan Ozelliklere sahip olduklar1 gdsterilmistir. Aronia
meyvelerinin hiperkolesterolemi, kanser, diyabet ve iltithaplanma gibi hastaliklar
tizerindeki potansiyel yararli etkisini inceleyen yaygin bir literatiir vardir (70). Ayrica
polifenolik bilesikler disinda bu meyvelerin vitaminler (C vitamini ve E vitamini),
mineral elementler (potasyum, kalsiyum ve magnezyum), karotenoidler, pektinler,
organik asitler gibi biyoaktif maddeler acisindan da zengin oldugu vurgulanmustir.
Aronia tiirlerinin, arastirilmasi gereken nedenlerinin basinda antiaterosklerotik,
hipotansif ve antiplatelet iceren, 6zellikle kalp ve kardiyovaskiiler olanlar olmak
tizere, kronik hastaliklarla ilgili olarak genis bir yelpazede faaliyet gostermeleridir.
Bu biyoaktif bilesiklerin mevcudiyetine, Aronia' nin meyveleri, hem in vitro hem de
in vivo olarak etki gosteren diger biyolojik, saglik tesvik edici etkiler
sergilemektedir, Ornegin  gastroprotektif (mide {lserleri), hepatoprotektif,
antiproliferatif aktiviteleri1 (6rn., kolon kanseri) onleme ve diyabet tedavisinde

kullanilmaktadir (14,15).
2.11.1. Antioksidanlar

Antioksidan maddeler; viicuttaki tiim hiicreleri etkileyerek, kardiyovaskiiler
ve pulmoner sistem hastaliklar, kanser, katarakt, yaslanma gibi siire¢ ve
hastaliklarda rolii oldugu bilinen serbest radikallerin, doku ve hiicrelerdeki zararh
etkilerini azaltir. Bu etkilerini; serbest radikallerin reaksiyonlarini durdurmak,
oksijeni ve metalleri baglayarak oksidasyonun sebep oldugu zararlari engellemek,
diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve lipoprotein oksidasyonunu dnlemek yoluyla
gosterirler. Yapilan farkli caligmalarda, fenolik bilesiklerin; antienflamatuar,
antidiyabetik, antimikrobiyal, antipatojenik ve antiviral o6zellikleri bulundugu
gosterilmistir.  Bu Ozelliklerinden dolay1; kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
osteoporoz, diyabetes mellitus ve norodejeneratif hastaliklarda koruyucu etkileri

oldugu gosterilmistir (32).
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Diyet antioksidanlar1 (vitaminler, mineraller ve fenolik bilesikler) yani sira
endojen antioksidanlar, hiicrelerin reaktif oksijen tiirline zarar vermesine karsi
koruma saglayabilir. Antioksidanlarin diyet aliminin artmasi, bazi hastaliklarin
azalmastyla iliskilidir. Meyve ve sebzelerdeki diisiik seviyelerde antioksidanlarin
tiketiminin, belirli kanserlerin goriilme sikliginin iki katindan fazla oldugu
gosterilmistir. Bu antioksidanlar arasinda, A. Melanocarpa min polifenol agisindan

zengin ekstrakti 6nemli bir rol oynayabilir (71).

A. Melanocarpa’nin ve antimutagenezis etkisi, hepato ve kardiyoprotektif
etkileri, antidiyabetik etkisi ve kanser hiicresi proliferasyonunun inhibisyonu dahil

olmak tizere dokular lizerinde bir¢ok koruyucu etkisi vardir (72).

Antioksidanlar agisindan zengin meyve tiikketiminin yliksek oldugu bir diyetin
bazi kanser tirlerinin riskini azalttigin1 gdsteren epidemiyolojik kanitlar
bulunmaktadir. Bu nedenle, baz1 diyet antioksidanlarinin kanser insidansini iyi bir
sekilde onleyebildigi gosterilmistir. In vitro deneylerin sonuglar1 Aronia meyvesinin,
baz1 kanser vakalarinda bir besin takviyesi olarak basarili bir sekilde kullanildigini
gostermektedir. Ayrica, siyah chokeberry meyvesinin polifenolik ekstraktinin
oksitlenmenin onlenmesi, oksidatif stresin azaltilmasi, detoksikasyon enzimlerinin
indiiklenmesi, hiicre indiiksiyonu gibi bir ¢ok kemopreventif etkisi i¢in g¢esitli etki
mekanizmalari tanimlanmustir.

Kemoterapi sirasinda farkli anti-kanser ilaglar1 (paklitaksel, sisplatin veya
tiirevleri, doksorubisin) kan trombositlerinde oksidatif strese neden olur ve biyolojik
fonksiyonlarin1 degistirir. Bu ilaglarin kesin biyokimyasal toksisitesi heniiz
tanimlanmamis olsa da, oksidatif stresin katilimi birgok kanit ile gosterilmektedir.
Aronia ekstraktinin, daha Once meme kanseri hastalarindan izole edilen kan
plateletlerinde oksidatif stres tizerindeki etkisi ve ayni zamanda cerrahi sonrasi ve
cesitli kanser sonrasi kanser hastalarindan izole edilen trombositlerin iizerine etkisi
arastirilmistir. Ayrica, literatiirde A. Melanocarpa meyvelerinin, meyve suyunun ve
ekstraktlarinin  istenmeyen ve toksik etkilerine dair herhangi bir veri

bulunmamaktadir (71).

48



2.11.2. Antosiyaninler

Antosiyaninler, flavonoid pigmentlerin en onemli grubudur. Antosiyanin
deyimi ilk kez 1835 yilinda kullanilmis olsa da bu maddelerin pH indikatorii oldugu
1664 yilindan beri bilinmektedir. 1913 yilinda mavi ¢igekli Centaura cyanus’ta ilk
antosiyanin yapisal olarak tanimlanmis olup, yapist belirlenmis antosiyanin sayisi
glinimiizde 600’1 asmistir. Antosiyaninleri de igeren flavonoidlerin bitkilerdeki
gorevleri, mikroorganizmalar i¢in sinyal, patojenlere karsi koruma, biyotik ve
abiyotik stresleri iyilestirme, oksinlerin taginmasinda ve bitki verimliliginde etki,
bocek ve diger hayvan polinatorler igin c¢icekleri goriiniir yapmak, angiosperm
cigeklerinde renk cesitliliginin olusturulmasi olarak siralanabilir.

Antosiyaninlerin farkli fonksiyonlarinin kesfi ve insan sagligi {izerindeki
olumlu etkilerinin  anlagilmasi, antosiyaninler {izerindeki  arastirmalarin
yogunlagmasina neden olmustur (73). In vivo deneylerde, chokeberry oziitii ayrica

plazma ve karacigerde 6nemli bir antosiyanin aktivite sergilemistir (67).

2.11.2.1. Antosiyanin ve Antioksidanlarin Kanser Uzerindeki Etki

Mekanizmalari

Kanser hiicre biiyiimesi, RTK'leri (6rn., EGFR, PDGFR ve VEGF / VEGFR)
hedefleyerek ve Ras-MAPK ve PI3K / Akt sinyal kaskad1 yolu iizerinde etki ederek
antosiyanidinler tarafindan inhibe edilebilir (Sekil 10). Ek olarak, siyanidin ve
pelargonidin, kanser hiicrelerinde PI3K / Akt yolunu inhibe ederek kanser
hiicrelerinin invazyonunu azaltir ve bu sayede MMP-2, MMP-9'un ekspresyonunu da
inhibe edebilir. In vivo kanser hiicre hatlarindan in vitro deneyleri ve hayvan
modellerine ait tiim deneysel veriler antosiyanin ve antioksidanlarin, antitimor
etkilerinin ana molekiiler mekanizmasinin, Ras-MAPK ve PI3K / Akt sinyal kaskad1
yolaklar iizerinde hareket ederek, RTK'leri (EGFR, PDGFR ve VEGF / VEGFR)
hedefleyerek kanser hiicresi biiylimesini ve metastazi inhibe ettigini gostermektedir
(52). Yapilan bir ¢calismada siyah chokeberry ekstraktinin SK-Hep1 ( Insan Hepatik
Adenokarsinom hiicre hatti) hiicrelerinde kanser hiicresi proliferasyonu, invazyonu
ve metastazi iizerindeki etkileri aragtirilmistir. Calismada elde edilen sonuglar, siyah

chokeberrynin SK-Hepl insan hepatoma kanser hiicrelerinin adezyonunu,
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invazyonunu ve gociinii inhibe etmedeki antimetastatik Ozellikleri ortaya

koyulmustur (66).
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Sekil 10: Antosiyaninlerin antitiimdr etkisinin in vitro ana potansiyel molekiiler mekanizmast.

In vitro deneyler, insan meme, l6semi, kolon ve servikal tiimér hiicre
hatlarmin  biiylimesi lizerine A. Melanocarpa’ nin etkinligini kanitlamistir.
Literatiirdeki bu calismalar 4. Melanocarpa’nin kanser tiirleri arasinda etkin
oldugunu gostermektedir (14). Bu tez de SKOV-3 epiteliyal over kanseri hiicre
hattinda, daha once literatiirde ovaryum kanseri iizerinde hi¢ ¢aligma yapilmamis
olan Aronia Melanocarpa’nin, antosiyanin ve antioksidan etkisi ile kanser

hiicrelerinin inhibisyonunda etkili olabileceginin gosterilmesi amaglanmigtir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahismada Kullanmilan Hiicreler

Calismamizda ilk kez 1973’te ovaryum tiimorii olan 64 yasindaki bir Kafkaslh
kadinin assit sivisindan elde edilen epiteliyal ovaryum adenokarsinomu olan SKOV-
3 hiicre hatt1 kullanildi. Dr. Ogr. Uyesi Sultan Sibel ERDEM (Medipol Universitesi,
Uluslararas1 Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Rejeneratif ve Restoratif
Tip Arastirmalart Merkezi (REMER)) tarafindan ATCC (American Type Culture

Collection)’den satin alinan hiicreler, calismamiz i¢in hediye edildi.
3.2. Hiicre Kiiltiirii

SKOV-3 hiicreleri, 6nceden inaktiflestirilmis %10’luk Fetal Sigir Serum
(FBS) (FBS Heat Inactivated- Thermo-10500064), 1 mM L- glutamine (Thermo-
250300024), 1 mM’lik penisilin-streptomisin (Penicillin - Streptomiycin Solution-
Thermo-15140122) igceren DMEM (Thermo-31330038) ve Mc Coy’s 5A (McCoy's
5A (Modified) Medium-Wisent) hazirlanmis medium ile, 25 cm?’ lik flasklarda %95
hava ve %5 CO2 ortaminda, 37° C’deki (Heraus marka) CO2 inkiibatoriinde kiiltiire
edildi.

3.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Uremekte olan hiicre pasajlari %80-90 doygunluga (confluent) ulasinca
pasajlandi. Pasajlama islemi;

» Flasklarin igerisindeki medium pipetle alinarak steril fostat tampon
soliisyonu (PBS) (PBS PH7.4 W/O CAMG USA-Wisent) ile yikandi.

» Ardindan PBS pipetle uzaklastirildi ve hiicrelerin yapistiklar1 alandan
kaldirtlmast i¢in 1 ml tripsin-EDTA (TRYPSIN 0.25% EDTA-Thermo-
25200056) soliisyonu ilave edilerek etiivde 1-2 dk bekletildi.

» Tim yiizeye yapisik olan hiicrelerin kaldirilmasinin ardindan siispansiyon
halindeki hiicre + tripsin-EDTA soliisyonu 15 ml hacimli falkon tiip igerisine
alindi. Sollisyonun iizerine tripsinin inhibisyonu i¢in tripsin hacminin 2 kati

medyum eklendi.
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Tiipe alinan siispansiyon 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi, ardindan tripsin-
EDTA soliisyonu uzaklastirildi ve hiicreler taze hiicre medyumu ile silispanse
edilerek 75 cm®’lik flaska boliinerek pasajlandi. Pasajlanan hiicreler 37 °© C’de % 5
CO2 ortaminda inkiibe edildi.

3.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicreler istenilen diizeyde cogaldiktan sonra deney yapilincaya kadar ve
yedek olarak da hiicre stogunun bulunmasi amaciyla dondurma islemi uygulandi. Bu
islemler asagida sirastyla belirtilmistir.

v' Kiiltiir medium igerigi aspire edildi.

v 2 kez Ca-Mg Free PBS ile yikandi.

v' 1-2 ml % 25 Tripsin Edta soliisyonu ile flask yiizeyine yayilmasi saglanarak
1dk 37°C etiivde bekletildi.

v' Daha sonra tim hiicrelerin yiizey ile baglantisinin kesildiginden emin
olunduktan sonra ve 5 ml medium ilave edilerek 1000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi.

v Thoma lam1 kullanilarak tripan blue yardimu ile hiicre sayimi yapildi.

v Daha sonra dondurma mediumu i¢in 6 ml DMEM, 3 ml FBS, 1 ml DMSO
(Dimethyl sulfoxide emplura- Merck-1167431000) kullanildi.

v’ Santrifiij edilen hiicrelerin {izerine dondurma mediumu eklenerek, hiicre

yogunluguna gore cryo vial’lere paylastirilip -80°C ‘ye kaldirildi.
3.5. Deney Gruplari

Grup 1 Kontrol Medium Grubu: 1:1 oraninda Mc Coys 5 a ve DMEM
medium , %10 fetal bovine serum, 1 mM penisilin streptomisin, 1 mM’hik L-
glutamine ile hazirlanmis besi yeri igeren gruptur. Birbirinin kontrolii olmasi
amactyla en az 3 kuyucuk kullanildi.

Grup 2 Kontrol Ultra Saf Su Grubu: Aronia Melanocarpa (Organic Herb
Inc.- Aronia Melanocarpa Extract 5% Anthocyanidins) i¢in ¢6zgen olarak kullanilan
gruptur. Birbirinin kontrolii olmas1 amaciyla en az 3 kuyucuk kullanildi.

Grup 3 Aronia Melanocarpa Grubu: MTT test yontemi ile Aronia
Melanocarpa’nin en etkin 5 dozu belirlendikten sonra bu 5 dozun 24, 48, 72 saat
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olarak immiinositokimyasal ve TUNEL yontemlerinin uygulandigi gruptur. 5 farkh
en etkin olan konsantrasyonlarda ultra saf suda ¢oziinen Aronia Melanocarpa igeren
1000 ul besiyerleri eklendi. Birbirinin kontrolii olmas1 amaciyla her doz i¢in en az 3
kuyucuk kullanildi.

Grup 4 Paklitaksel + Aronia Melanocarpa grubu: 0,02 uM paklitaksel
(sigma-T7402) ile MTT sonucunda en etkin olarak bulunan doz ultra saf suda
coziilerek Aronia Melanocarpa igeren 1000 pl besiyerleri eklendi. Birbirinin
kontrolii olmas1 amaciyla her Aronia Melanocarpa doz i¢in en az 3 kuyucuk
kullanild1 (65,74,75).

Deneyde daha once ovaryum kanserinde kullanilmamis olan Aronia
Melanocarpa i¢in, etkin olan dozlar1 bulmak amaciyla toplam 11 doz ¢alisildi.
Hazirlanan Aronia Melanocarpa konsantrasyonlart 400 pg/ml, 300 pg/ml, 200
ng/mlL 150 pg/ml, 100 pug/ml, 75 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 1
ng/ml seklinde planlandi. Her doz igin 24, 48, 72 saat i¢in ayr1 ayri uygulama
yapildi. MTT test yontemi ile bu dozlardan istatiksel olarak IC50 degeri 50 pg/ml
bulundu ve 2 alt, 2 {ist dozu (100 pg/ml, 75 pg/ml - 50 pg/ml - 25 pg/ml, 10 pg/ml)
secilerek toplam 5 doz olmak iizere immiinositokimyasal ve TUNEL ydntemleri
uygulandi. Paklitaksel ile kombine halde ise IC50 degeri olan 50 pug/ml secilerek

immiinositokimyasal ve TUNEL yontemleri uygulandi.

3.6. In Vitro Sitotoksitite Testi - MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide)

Aronia Melanocarpa’nin hiicreler iizerindeki antisitotoksisite diizeylerini
(IC50=Inhibitér doz) saptamak amaciyla MTT ydntemi kullanildi. Bu amagla
asagidaki protokol izlendi.

e Hiicre kiiltiirtinde elde edilen hiicre serilerine ait hiicrelerden 24 kuyucuklu plagin
her bir kuyucuguna 20.000 hiicre olacak bi¢imde 1000 pl hiicre besiyeri karigimi
seklinde ekim yapildi ve kuyucuklara hiicrelerin homojen bir bi¢imde yayilmasi
saglandi. Daha sonra bu hiicreler 37 °C’de, %5 CO2’li etiivde 24 saat bekletilerek
yapismalart saglandi. Siire sonunda yapisan hiicrelerin {zerindeki besiyeri
alinarak farkli konsantrasyonlarda ultra saf suda ¢6ziinen Aronia Melanocarpa

iceren 1000 pl besiyerleri eklendi. Hazirlanan Aronia Melanocarpa
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konsantrasyonlar1 400 pg/ml, 300 pg/ml, 200 pg/ml, 150 pg/ml, 100 pg/ml, 75
pug/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pug/ml, 5 pg/ml, 1 pg/ml seklinde koyulu. Etken
maddeler 24 saat, 48 saat ve 72 saat aralikla uygulandi. Kontrol amach Aronia
Melanocarpa uygulanmayan kuyucuklara, Aronia Melanocarpa’nin ¢dziiciisii
olan ultra saf su ayni siirelerde uygulandi. Her bir Aronia Melanocarpa
konsantrasyonu i¢in en az 3 kuyucuk kullanildi. 24, 48, 72 saat sonrasinda
hiicrelerin tizerindeki besiyeri alinarak her bir kuyucuga 1000 pl besiyeri - MTT
solusyonu karisimi eklendi. ( 900 pl besiyeri + 100 pl Smg/ml MTT soliisyonu
seklinde) (Biomatik-A3338) Plak 37 °C’de, % 5 CO2’li etiivde 4 saat bekletildi.

e Bu siire sonunda plak etiivden alinip kuyucuklarin {izerindeki MTT ve besiyeri
karisimui atilip her bir kuyucuga 500 ul DMSO (Dimetil siilfoksit) eklendi.

e 24 kuyucuklu plaktaki hiicrelerin canlilik 6l¢iimii spektrofotometre cihazinda 570
nm’de yapildi. Sonuglar GEN 5 bilgisayar programinda okutularak elde edilen
veriler excel tablosuna aktarildi.

e Deney setlerinde hiicreler her ila¢ dozu i¢in 3 paralel halinde ekildi ve deneyler

birbirinden bagimsiz olarak 3 kez tekrarlandi.

3.7. TUNEL ve Immunositokimyasal Yontemler i¢in Hiicrelerin

Hazirlanmasi

Uygun kosullarda cogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini % 80 oraninda
kapladiklarinda tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirildi.
Tripan mavisi boyasi ile boyanan hiicreler, thoma lam1 yardimiyla 3 kez sayildi ve
ortalamalar1 alindi. Hiicreler daha once hazirlanan besiyerinde siispansiyon haline
getirildi. 24 kuyucuklu kiiltiir plakalarina yuvarlak 10 mm’ lik lameller plate igine
yerlestirildi. Sterilizasyon i¢in 4 saat UV’de bekletildi. Cam lamellere hiicrelerin
yapismasini saglamak amaciyla kuyucuklara 50 pl FBS eklenerek 37 °C’de etiivde
30 dk bekletidi. FBS mikropipet (Thermo multipipette) yardimiyla cekilip atilarak
{izerine her kuyucuga toplam hacim 0,5 ml olacak sekilde 4x10* hiicre medium
karisimi ekildi. 24- 48 saat hiicrelerin yapismasi saglandi. Aronia Melanocarpa
MTT testinden sonra elde edilen sonuglara gore en etkin olan 100 pug/ml, 75 pg/ml,
50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml dozlari tek basma ve 0,02 uM paklitaksel ile de 50
ug/ml Aronia Melanocarpa dozu kombine olarak uygulandi. 24 - 48 - 72 saat siire ile
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etiivde bekletilen hiicreler daha sonra igerikleri atilarak % 4’liikk paraformaldehit
(Sigma-11-0732) ile 30 dk fikse edildi. Fiksasyon soliisyonu hiicre ylizeyinden
uzaklastirildiktan sonra hiicreler 2x5 dk PBS (Sigma-79382 ) ile yikandi. % 1’lik
Triton X-100 (Sigma-Triton  X-100) igeren PBS soliisyonu eklendi ve plakalar 5 dk
+4 °C’de inkiibe edilerek permeabilizasyon islemi gergeklestirildi. Permeabilizasyon

soliisyonu hiicre yiizeyinden uzaklastirildiktan sonra PBS ile 2x5 dk yikama yapildi.
3.8. Apoptoz dl¢iimii sitokimyasal TUNEL yontemi

Aronia Melanocarpa’nin SKOV-3’teki antiapoptotik etkiyi tersine c¢evirerek
bu kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirip yonlendirmedigi TUNEL testi ile
degerlendirildi. DNA parcalanmasi ve apoptotik hiicre 6liimiiniin belirlenmesi i¢in
in situ apoptozis saptama kiti kullanildi (Millipore Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit, Lot: 2199001. Temecula, CA 92590). Yuvarlak lameller iizerinde
cogaltilarak fikse edilmis hiicrelerdeki endojen peroksidaz’t baskilamak icin PBS
icinde hazirlanmis %4’liik hidrojen peroksit (H202) (Thermo) eklendi ve hiicreler 5
dk oda sicakliginda inkiibe edildi. H202 soliisyonu uzaklastirildiktan sonra hiicreler
2x5 dk PBS ile yikandi. Esitleme tamponu (equilibration buffer) ile 5 dk oda
sicakliginda inkiibasyon yapildi. Tampon uzaklastirilip, hiicrelere TdT enzimi
uyguland1 ve nemli ortamda 37 °C’ye ayarlanmis etiivde 1 saat bekletildi. Hiicreler,
durdurma/yikama (Stop wash buffer) tamponunda oda sicakliginda 10 dk birakilip
3x1 dk PBS ile yikandiktan sonra antidioxigenin peroksidaz konjugati ile 30 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. 4x2 dk PBS ile yikama igleminin ardindan peroksidaz
substratt olan diaminobenzidin (DAB) eklenerek hiicrelerin boyanmasi saglandi.
Optimum boyanma zamanimi belirlemek i¢in mikroskop altinda renk olusumu
gozlendi. 3x1 dk dH20 (distile su) ile yikama islemi yapildiktan sonra Mayer’s
hematoksilen ile zemin boyamasi yapildi. Mounting medium ile lameller lamlar
tizerine yapistirildi. Hazirlanan preparatlar Olympus Mikroskobunda Leica DM 4000
(Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde incelenerek apoptozise giden
hiicreler saptandi. 1 merkez 5 perifer bolge olarak toplam 6 farkli bolgeden
gelisigiizel olarak segilen 100 apoptotik hiicre sayilarak, istatistiksel degerlendirme

i¢in veriler olusturuldu (43).
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3.9. PI3K, mTOR, p 38 MAPK immiinositokimyasal Uygulama Yontemi

Yuvarlak lameller iizerinde ¢ogaltilarak tespit edilmis hiicrelerdeki endojen
peroksidaz aktivitesini baskilamak i¢in PBS icinde hazirlanmis % 4’liikk H202
eklendi ve hiicreler 5 dk oda sicakliginda tutuldu. 2x5 dk PBS ile yikanan lamellere
oda sicakliginda 1 saat bloking soliisyonu uygulanarak 6zgiin olmayan baglanmalarin
engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra yikama yapilmadan tiim dozlar ve ilag
uygulamalari i¢in ayr1 ayr1 PI3K, mTOR, p 38 MAPK primer antikorlar1 agamasina
gecildi. Bu islem i¢in PBS ile 1/200 oraninda diliie edilen PI3K i¢in mouse
monoclonal primer antikoru (Santacruz-sc-1637), mTOR i¢in rabbit polyclonal
primer antikoru (Santacruz-sc-8319), p 38 MAPK i¢in mouse monoclonal primer
antikoru (Santacruz-sc-7973) uygulanan hiicreler 1 gece +4°C’de bekletildi. Siire
sonunda hiicreler 3x3 dk PBS ile yikandi ve 30 dk uygun biyotinli sekonder antikor
uygulanarak (Invitrogen, 859043) primer antikora baglanmasi saglandi. 3x3 dk PBS
ile yikamanin ardindan hiicreler 30 dakika streptavidin peroksidaz enzim
kompleksine (Invitrogen, 859043) maruz birakildi, bdylece enzimin biyotine
baglanmas1 saglandi. Lameller yeniden 3x3 dk PBS ile yikandiktan sonra DAB
uygulanarak (Invitrogen, 00-2020) gozle goriilebilen immiin tepkimenin aciga
cikmast saglandi. Zemin boyamasinda Mayers’in Hematoksileni (invitrogen,
008011) kullanildi. Mounting medium ile lameller lamlar {izerine kapatildi.

Immunositokimyasal ¢alismalarda streptavidin biotin kompleks (Strept-ABC)
immunoperoksidaz teknigi uygulanmistir (76). Bu sayede hiicrelerde var olan bu
antijenlere kullanacagimiz adi gecen antikorlarin spesifik baglanmasi saglanarak
hiicrelerdeki miktarlari ile ilgili bilgi edinildi. Boyanmis hiicre 6rnekleri, Binokiiler
Mikroskop (Olympus BX 43)1s1k mikroskobu ile incelendi. Uygulanan immiin
boyama gbéz Oniinde bulundurularak yapilan degerlendirmeler sonucunda PI3K,
mTOR, p 38 MAPK pozitif hiicreler saptandi ve hiicreler 1 merkez, 5 perifer toplam
6 bolge icin tiim preparatlarda incelenerek, immiinreaktivite agisindan 100 hiicre
sayilarak istatistik uygulamasi i¢in veriler olusturuldu. “0 = Hi¢ Yok, 1 = Zayif, 2 =
Orta, 3 Ortadan Yoguna, 4 = Yogun ” sayisal veriler ile H-Score Analizi yapildi.
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3.10. istatistik Degerlendirme Yontemi

Tilim istatistik analizler SPSS 10.0 (Statistical Package for the Social Sciences
Inc., Chicago, IL, ABD) kullanildi. MTT testi i¢in one sample t-testi uygulanarak
elde edilen sonuglar p>0,05 durumunda anlamli olarak kabul edildi.
Immiinositokimya ve TUNEL testleri i¢in ki-kare testi uygulanarak elde edilen

sonuglar p<0,01 durumunda anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Etkin Aronia Melanocarpa Dozunun Belirlenmesi

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicre hatt1 iizerine, en etkin dozu belirleyebilmek
amacityla 11 farkli dozda (Sekil 11) Aronia Melanocarpa uygulandi. Ayrica flasklara
ekilen hiicrelerdeki proliferasyonu gdstermek amaciyla hiicrelerin invert mikroskop

ile goriintiileri alindi.
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¢
. Y - 100 g

10 pg/ml Aronia Melanocarpa 5 pg/ml Aronia Melanocarpa 1 pg/ml Aronia Melanocarpa

Sekil 11: SKOV-3 hiicrelerine Aronia Melanocarpa uygulanan ve uygulanmayan gruplara ait invert

mikroskop goriintiisii.

4.2. Aronia Melanocarpa’mn SKOV-3 Hiicre Hatti Uzerine Olasi
Sitotoksik Etkisinin MTT Yontemiyle Belirlenmesi

SKOV-3 hiicreleri iizerine Aronia Melanocarpa’nin mitokondri aracili
sitotoksik etkisi 24, 48 ve 72 saatlik bekleme siireleri sonunda MTT yontemi ile
arastirlldi. MTT testi sonucunda Aronia Melanocarpa sitotoksisitesi ve baskilayici
konsantrasyon 50 (IC50) degeri belirlendi.

Elde edilen bulgular, en uygun dozun 24 saatte kontrole oranla canliliklarini
yar1 yartya yitirdikleri 75 pg/ml doz, 48 ve 72 saatte 50 ug/ml doz, IC50 degeri
olarak belirlendi (Tablo 2). 50 pg/ml Aronia Melanocarpa dozuna, tiim uygulanan
saatlerde yakin sonuglar elde ettigimiz 10 pg/ml, 25 pg/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml
dozlariinda TUNEL ve immiinositokimyasal analizleri yapildi.

Aronia Melanocarpa’nin uygulanma siiresi 24 saat i¢in hiicre 6liimiiniin tim
dozlarda (300 pg/ml ve 400 pg/ml doz harig) basladigini fakat 48 saat sonra en ¢ok
hiicre 6liimiiniin gerceklestigini (300 pg/ml ve 400 png/ml doz harig), 72 saat sonunda
ise hiicre 6liimii oraninin 48 saate gore azaldigi ve hiicrelerin uygulanan Aronia
Melanocarpa’ya kars1 direng olusturarak tekrar prolifere olduklar1 gézlenmistir. En
uygun siire 48 saat olarak belirlenmistir. 300 pg/ml ve 400 pg/ml Aronia
Melanocarpa dozlarinda da kontrole kiyasla anlamli derecede hiicre proliferasyonu
gorilmiistiir  (Sekil 11). Dolayisiyla bu iki dozda SKOV-3 hiicreleri,
A.melanocarpa’ya direng gostererek, tekrar kontrolden daha fazla c¢ogalma

dongiisiine girmistir.
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Tablo 2 : 24.-48.-72. Saat Aronia Melanocarpa uygulamasi sonrasi % hiicre canlilig

Aronia SKOV-3 24 saat SKOV-3 48 saat SKOV-3 72 saat
Melanocarpa sonraki sonraki sonraki
Konsantrasyonlari % canliik % canhlik % canhlik
Kontrol 100 100 100
1 pg/ml 60 65 62
5 pg/ml 80 75 70
10 pg/ml 55 54 45
25 pg/ml 60 55 58
50* pg/ml 53 50% 52
75% ng/ml 50%* 43 55
100 pg/ml 60 58 56
150 pg/ml 80 85 78
200 pg/ml 82 87 80
300 pg/ml 110 120 125
400 pg/ml 140 130 150
ARONIA MELANOCARPA MTT SONUCLARI
180
140 Yy
—_E 120 I
E 100 + -
Li 80 + “’I . - W24 saat MTT
2 28 : I ‘ I “ I ‘ B 48 saat MTT
20 + i I r 72 saat MTT
o -—m AL & & A .8 8 R LR S8 R
g &*0\ N R R R TR I S S

ARONIiA MELANOCARPA KONSANTRASYONU [pg/mL|

Sekil 12: SKOV-3 hiicresi i¢in farkli konsantrasyon ve saatlerdeki Aronia Melanocarpa

uygulamasinin MTT sonug grafigi
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SKOV-3 hiicresi i¢in 24. saat sonrasinda canlilik oranlar1 1 pg/ml dozda %
60, 5 pg/ml dozda % 80, 10 pg/ml dozda % 55, 25 pg/ml dozda % 60, 50 pg/ml
dozda % 53, 75 ng/ml dozda % 50, 100 pg/ml dozda % 60, 150 pg/ml dozda % 80,
200 pg/ml dozda % 82 , 300 pg/ml dozda % 110 , 400 pg/ml dozda % 140 olarak
Ol¢iilmiigtiir. SKOV-3 hiicresi i¢in 48. saat sonrasinda canlilik oranlart 1 pg/ml dozda
% 65, 5 ng/ml dozda % 75, 10 pg/ml dozda % 54, 25 pg/ml dozda % 55, 50 pg/ml
dozda % 50, 75 ng/ml dozda % 43, 100 pg/ml dozda % 58, 150 pg/ml dozda % 85,
200 pg/ml dozda % 87, 300 pg/ml dozda % 120, 400 pg/ml dozda % 130 olarak
Olciilmiigtir. SKOV-3 hiicresi i¢in 72. saat sonrasinda canlilik oranlar1 1 pg/ml
dozda % 62, 5 pg/ml dozda % 72, 10 pg/ml dozda % 45, 25 pg/ml dozda % 58, 50
ug/ml dozda % 52, 75 pg/ml dozda % 55, 100 ng/ml dozda % 56, 150 pg/ml dozda
% 78, 200 pg/ml dozda % 80, 300 pg/ml dozda % 125, 400 pg/ml dozda % 150

olarak Ol¢lilmiistiir.

Tablo 3: Aronia Melanocarpa’nin farkli dozlarmin 24 saat sonrasina ait % canlilik degerlerinin IC50

degeriyle karsilastirilmasi (p > 0.05)

Aronia
Melanocarpa | Uygulama saati % Canlihk Istatistiksel analiz
(ng/ml) (One-sample test)
Ortalama +
Standart sapma t p
1 24 59,66 £4,51 3,713 0,065
5 24 80,66 + 6,11 8,693 0,013
10 24 55+4 2,165 0,163
25 24 59,33 £1,15 14 0,005
50 24 52,66 £2,51 1,835 0,208
75% 24 50%£2 0,0 1,00%*
100 24 60,66 4,16 4,438 0,047
150 24 81,33 +£3,78 14,335 0,005
200 24 81,33+ 1,15 47,00 0,0
300 24 110£7 14,846 0,005
400 24 140,66 + 10,01 15,678 0,004
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Tablo 4: Aronia Melanocarpa’nin farkli dozlarmin 48 saat sonrasina ait % canlilik degerlerinin IC50

degeriyle karsilastirilmasi (p > 0.05)

Aronia
Melanocarpa Uygulama saati % Canlilik Istatistiksel analiz
(ng/ml) (One-sample test)
Ortalama +
Standart sapma ‘ P
1 48 64,66 + 2,51 10,09 0,01
S 48 74,33 £ 1,15 36,50 0,001
10 43 54,00 + 4,00 1,73 0,22
25 48 56,00 + 4,58 2,26 0,15
S0% 48 50,00* + 4,58 0,37 1,00%
75 48 4433 +5,77 -1,70 0,23
100 48 57,66 + 5,50 2,41 0,13
150 48 84,33 + 5,68 10,45 0,009
200 48 85,66 + 4,72 13,07 0,006
300 48 119,33 +4,72 11,98 0,007
400 48 136,66 + 9,86 15,21 0,004

Tablo 5 : Aronia Melanocarpa’nin farkli dozlarinin 72 saat sonrasina ait % canlilik degerlerinin

IC50 degeriyle karsilastirilmasi (p > 0.05)

Aronia
Melanocarpa Uygulama saati % Canlilik Istatistiksel analiz
(ng/ml) (One-sample test)
Ortalama + t p
Standart sapma
1 72 62,33 £2,51 8,48 0,014
S 72 69,66 + 5,507 6,18 0,025
10 72 44,66 +3,511 2,63 0,11
25 72 58,33 + 6,50 2,21 0,15
S0% 72 51%33 £ 5,50 0,41 0,71%
75 72 55,00 + 5,00 1,73 0,22
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100 72 57,33+ 1,15 11,00 0,008
150 72 78,00 % 2,00 24,24 0,002
200 72 81,33 +9,23 5,87 0,028
300 72 125,66 + 7,02 18,65 0,003
400 72 151,33 + 10,06 17,43 0,003

4.3. Paklitaksel Ilacomn Tek Basma ve Aronia Melanocarpa

Kombinasyonunda Etkin Dozun Belirlenmesi

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicre hatt1 iizerine, en etkin dozu belirleyebilmek
amaciyla farkli dozlarda paklitaksel tek basina ve 50 pg/ml Aronia Melanocarpa ile
kombinasyonu uygulandi. Ayrica flasklara ekilen hiicrelerdeki proliferasyonu ve
inhibisyonu gostermek amaciyla hiicrelerin trinokiiler invert mikroskop ile

goriintiileri alindu.
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0,2 uM Paklitaksel +
50 ng/ml Aronia Melanocarpa 50 ng/ml Aronia Melanocarpa

Sekil 13: SKOV-3 hiicrelerine paklitaksel’in tek basina ve Aronia Melanocarpa ile kombinasyon

uygulanan ve uygulanmayan gruplara ait invert mikroskop goriintiisii
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4.4. Paklitaksel’in Tek Basina ve Aronia Melanocarpa ile
Kombinasyonunun SKOV-3 Hiicre Hatti Uzerine Olasi Sitotoksik Etkisinin

MTT Yontemiyle Belirlenmesi

SKOV-3 hiicreleri iizerine paklitaksel tek olarak ve Aronia Melanocarpa ile
kombinasyonlarinin mitokondri aracilt sitotoksik etkisi 24, 48 ve 72 saatlik bekleme
siireleri sonunda MTT yontemi ile arastirildi. MTT testi sonucunda Aronia
Melanocarpa sitotoksisitesi ve baskilayici konsantrasyon 50 (IC50) degeri belirlendi.

Elde edilen bulgular, paklitaksel’in tek ve Aronia Melanocarpa’nin 50 pg/ml
ile kombinasyonu olarak uygulandiginda en uygun dozun 0,02 pM/ml paklitaksel ve
72 saat stirenin, kontrole oranla canliliklarin1 yar1 yariya yitirdikleri goriilerek IC50
degeri olarak belirlendi (Tablo 6). Bu dozlarin 24, 48, 72 saat siireleri igin TUNEL
ve immiinositokimyasal analizleri yapildi.

Paklitaksel’in uygulanma siiresi 24, 48, 72 saat icin hiicre Oliimiiniin her 3
doz icin basladig1 IC50 degerinin 0,02 uM oldugu, goriildii. En uygun siire ise 72
saat olarak belirlendi. 0,002 pM dozun 3 farkli saat i¢in hiicre inhibisyon oraninda
fark gozlenmezken, 0,2 uM da ise kontrole kiyasla anlamli derecede toksik sekilde

hiicre 6liimiiniin gerceklestigi gortildii (Tablo 6, Sekil 13-14).

Tablo 6: Paklitaksel konsantrasyonlarinin 24. 48. 72. saat sonunda % hiicre canlilig1

SKOV-324 SKOV-3 48 SKOV-3 72 saat
Paklitaksel
saat sonraki % | saat sonraki % sonraki %
Konsantrasyonlari
canhhk canhhk canhhk
Kontrol 100 100 100
0,002 uM 81,53 82,2 81,93
0,02* uM 55,46* 52,16% 50,14*
0,2 uM 42.5 32,26 299
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PAKLITAKSEL MTT SONUCLARI

Kontrol

0,002 uM 0,02 uM
Paklitaksel Konsantrasyonlar: [uM/ml]

0,2 uM

W 24 Saat
m 48 Saat

W 72 Saat

Sekil 14: SKOV-3 hiicresi i¢in farkli konsantrasyon ve saatlerdeki paklitaksel uygulamasinin MTT

sonug grafigi

SKOV-3 hiicresi i¢in 24. saat sonrasinda canlilik oranlar1 0,002 uM/ml dozda

% 81, 0,02 uM/ml dozda % 55, 0,2 uM/ml dozda % 42 olarak 6lgiilmiistiir. SKOV-3
hiicresi i¢in 48. saat sonrasinda canlilik oranlar1 0,002 pM/ml dozda % 82, 0,02
puM/ml dozda % 52 0,2 uM/ml dozda % 32 olarak Ol¢iilmiistiir. SKOV-3 hiicresi i¢in
72. saat sonrasinda canlilik oranlar1 0,002 uM/ml dozda % 81, 0,02 uM/ml dozda %

50, 0,2 uM/ml dozda % 29 olarak 6l¢ililmiistiir.

Tablo 7: Paklitaksel’in farkli dozlarinin 24, 48, 72 saat sonrasina ait % canlilik degerlerinin IC50

degeriyle karsilastiriimasi (p > 0.05)

Paklitaksel | Uygulama Istatistiksel analiz
(uM/ml ) saati 7o Canblik (One-sample test)
Ortalama =+ Standart

sapma t P
0,002 24 81,41 £ 2,85 19,07 0,003
0,02* 24 55,46* £ 2,65 3,57 0,070*
0,2 24 42,56 £ 2,55 -5,04 0,037
0,002 48 88,20 + 5,30 12,46 0,006
0,02%* 48 52,16% £2,15 1,74 0,223*
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0,2 48 32,26 + 4,06 -7,55 0,017
0,002 72 81,93 £ 1,90 29,09 0,001
0,02* 72 50,00* + 2,96 -0,50 1,000*

0,2 72 29,96 + 1,88 -18,45 0,003

Tablo 8: Paklitaksel ve Aronia Melanocarpa konsantrasyonlarinin kombine kullanilmasi ile 24. 48.

72. saat sonunda % hiicre canlilig1

Paklitaksel + 50

SKOV-3 24 SKOV-348 | SKOV-372
pg/ml Aronia

saat sonraki saat sonraki | saat sonraki
Melanocarpa

% canlihk % canhihk % canhhk
Konsantrasyonlari

Kontrol 100 100 100

0,002 uM
Paklitaksel + 69,6 81,2 65,82
50 pg/ml Aronia
Melanocarpa
0,02 uM
Paklitaksel + 49 4% 49,56* 50,00*
50 pg/ml Aronia
Melanocarpa
0,2 uM Paklitaksel
+ 47,9 31,5 24,94

50 pg/ml Aronia

Melanocarpa
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PAI{.LiTAKSEL +A. MELANOCARPA
KOMBINASYONUNUN MTT SONUCLARI
120
100

- &
80 - 1
60 +— =
40 - M 24 Saat
20 - : 1 m4ssaat

72 Saat
Kontrol 0,002 uM+50 0,02 uM+50 0,2uM+50
peg/ml ug/ml ug/ml
Paklitaksel Konsantrasyonlari [puM/ml] + A.
Melanocarpa Konsantrasyonlari[ng/ml]

% Canhhk

Sekil 15: SKOV-3 hiicresi i¢in farkli konsantrasyon ve saatlerdeki paklitaksel ve Aronia

Melanocarpa’nin kombine uygulamasinin MTT sonug grafigi

SKOV-3 hiicresi icin 24. saat sonrasinda canlilik oranlar1 0,002 pM/ml
paklitaksel + 50 pg/ml 4. Melanocarpa dozda % 69; 0,02 uM/ml paklitaksel + 50
pug/ml A. Melanocarpa dozda % 49; 0,2 pM/ml paklitaksel + 50 pg/ml A.
Melanocarpa dozda % 47 olarak Olciilmiistiir. SKOV-3 hiicresi i¢in 48. saat
sonrasinda canlilik oranlari 0,002 uM/ml paklitaksel + 50 pg/ml 4. Melanocarpa
dozda % 81; 0,02 uM/ml paklitaksel + 50 pg/ml A. Melanocarpa dozda % 49; 0,2
uM/ml paklitaksel + 50 pg/ml 4. Melanocarpa dozda % 31 olarak Slglilmistiir.
SKOV-3 hiicresi i¢in 72. saat sonrasinda canlilik oranlar1 0,002 uM/ml paklitaksel +
50 pg/ml A. Melanocarpa dozda % 65; 0,02 uM/ml paklitaksel + 50 ug/ml A.
Melanocarpa dozda % 50; 0,2 nM/ml paklitaksel + 50 pg/ml 4. Melanocarpa dozda

% 24 olarak ol¢iilmustiir.
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Tablo 9: En etkin olan paklitaksel ile Aronia Melanocarpa kombinasyonunun 24, 48, 72 saat

sonrasina ait % canlilik degerlerinin 1C50 degeriyle karsilastiriimasi

Paklitaksel
(uM/ml )+ .
Uygulama Istatistiksel analiz
Aronia % Canhhk
saati (One-sample test)
Melanocarpa
(50 png/ml)
Ortalama +
t p
Standart sapma
0,002 + 50 24 69,60 + 2,19 15,47 0,004
0,02* +50%* 24 49,40* £+ 6,03 -0,17 0,879%*
0,2+ 50 24 47,95+ 3,90 -091 0.459
0,002 + 50 48 81,23 £4,02 13,45 0,005
0,02* +50%* 48 49,56 + 3,09 0,24 0,831*
0,2 +50 48 31,50+ 4,03 -7.93 0.015
0,002 + 50 72 65,82 £2,15 12.74 0.006
0,02* +50%* 72 50,00%* £ 2,55 1,10 1,000%*
0,2+ 50 72 24,94 + 2,95 -14.69 0.005

4.5. TUNEL Sonuglan

SKOV-3 hiicre hattina ait TUNEL boyamalarinin

151k mikroskobik

degerlendirilmesi i¢in 5 farkli alandan toplam 100 hiicre sayildi. 100 hiicre i¢inde

pozitif reaktivite gosteren hiicrelerin sonuglari non parametrik testlerden ki kare testi

ile istatistik analizi yapildi. Bu iglem 24, 48, 72 saat TUNEL uygulamalar1 i¢in ayr1

ayri yapildi.
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24 saat Aronia Melanocarpa’nin 5 farkli dozu i¢in kontrol grubunda %10
hiicre TUNEL pozitifligi gosterirken, 10 pg/ml Aronia Melanocarpa doz i¢in % 42,
25 pg/ml Aronia Melanocarpa doz i¢in % 40, 50 ng/ml Aronia Melanocarpa doz
icin % 45, 75 pg/ml Aronia Melanocarpa doz i¢in % 50, 100 pg/ml Aronia
Melanocarpa doz i¢in % 40 pozitif reaktivite gosteren hiicre sayist bulundu.
Istatistiksel olarak kontrol grubuna gére tiim dozlarn p < 0.001 anlamli oldugu
gbzlendi (Tablo 10, Sekil 16).

24 saat paklitakselin tek basina ve Aronia Melanocarpa ile kombinasyonlari
icin yapilan degerlendirmelerde kontrol grubunda %10 hiicre TUNEL pozitifligi
gosterirken, 0,02uM/ml paklitaksel doz i¢in % 50, paklitaksel 0,02 uM/ml doz +
Aronia Melanocarpa 50 pg/ml doz igin % 57 pozitif reaktivite gdsteren hiicre sayisi
bulundu. Istatistiksel olarak kontrol grubuna gére tiim dozlarin p < 0.001 anlaml
oldugu gozlendi (Tablo 13, Sekil 19).

48 Saat icin kontrol grubunda %12 hiicre TUNEL pozitifligi gosterirken, 10
ug/ml Aronia Melanocarpa doz i¢in % 45, 25 pug/ml Aronia Melanocarpa doz igin
% 42, 50 ng/ml Aronia Melanocarpa doz igin % 50, 75 pg/ml Aronia Melanocarpa
doz i¢in % 60, 100 pg/ml Aronia Melanocarpa doz igin % 42 pozitif reaktivite
gosteren hiicre sayis1 bulundu. Istatistiksel olarak kontrol grubuna gére tiim dozlarin
p <0.001 anlamli oldugu gozlendi (Tablo 11, Sekil 17).

48 saat paklitakselin tek basina ve Aronia Melanocarpa ile kombinasyonlari
icin yapilan degerlendirmelerde kontrol grubunda %12 hiicre TUNEL pozitifligi
gosterirken, 0,02uM/ml paklitaksel doz i¢in % 45, paklitaksel 0,02 uM/ml doz +
Aronia Melanocarpa 50 pg/ml doz igin % 55 pozitif reaktivite gdsteren hiicre sayisi
bulundu. Istatistiksel olarak kontrol grubuna gére tiim dozlarin p < 0.001 anlaml
oldugu gozlendi (Tablo 14, Sekil 20).

72 Saat icin kontrol grubunda %16 hiicre TUNEL pozitifligi gosterirken, 10
ug/ml Aronia Melanocarpa doz igin % 58, 25 ng/ml Aronia Melanocarpa doz igin
% 42, 50 ng/ml Aronia Melanocarpa doz igin % 45, 75 ng/ml Aronia Melanocarpa
doz i¢in % 42, 100 pg/ml Aronia Melanocarpa doz igin % 38 pozitif reaktivite
gosteren hiicre sayis1 bulundu. Istatistiksel olarak kontrol grubuna gére tiim dozlarin

p <0.001 anlamli oldugu gozlendi (Tablo 12, Sekil 18).
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72 saat paklitakselin tek basina ve Aronia Melanocarpa ile kombinasyonlari
icin yapilan degerlendirmelerde kontrol grubunda %16 hiicre TUNEL pozitifligi
gosterirken, 0,02uM/ml paklitaksel doz i¢in % 48, paklitaksel 0,02 pM/ml doz +
Aronia Melanocarpa 50 pg/ml doz igin % 48 pozitif reaktivite gosteren hiicre sayisi
bulundu. Istatistiksel olarak kontrol grubuna gére tiim dozlarin p < 0.001 anlaml

oldugu gozlendi (Tablo 15, Sekil 21).
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Kontrol

Aronia Melanocarpa 10 pg/ml Doz
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Aronia Melanocarpa 25 png/ml Doz
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Sekil 16: En etkin olan 5 farkli Aronia Melanocarpa konsantrayonunun 24 saat sonrasi i¢in TUNEL

degerlendirilmesi.

(=) K ahverengi boyanip sitoplazmik uzantilarin1 kaybetmis apoptotik hiicreler TUNEL (+),
(=) diger hiicreler TUNEL (-) olarak gosterildi.
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Kontrol Aronia Melanocarpa 10 png/ml Doz
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Sekil 17: En etkin olan 5 farkli Aronia Melanocarpa konsantrayonunun 48 saat sonrasi igin TUNEL

degerlendirilmesi.
(=== K ahverengi boyanip sitoplazmik uzantilarini kaybetmis apoptotik hiicreler TUNEL (+),
(=) diger hiicreler TUNEL (-) olarak gosterildi.
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Kontrol Aronia Melanocarpa 10 pg/ml Doz

"y - ®
W €y "
o g“f!ﬂ" /l,.

W,

i

-

J’-f’

ET ‘_ ] =T

Aronia Melanocarpa 50 pg/ml Doz

- ﬁ v
Wy
Mt ‘?::{

Aronia Melanocarpa 100 pg/ml Doz

|

& o E /’*:

Sekil 18: En etkin olan 5 farkli Aronia Melanocarpa konsantrayonunun 72 saat sonrast i¢in TUNEL

degerlendirilmesi.
(-) Kahverengi boyanip sitoplazmik uzantilarini kaybetmis apoptotik hiicreler TUNEL (+),
(==D) diger hiicreler TUNEL (-) olarak gdsterildi.
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Tablo 10: Aronia Melanocarpa dozlarinin kontrol grubuna gore 24 Saat TUNEL sonuglari

(24 Saat) Aronia Melanocarpa Kontrol | Istatistiksel
10 pg/ml Doz analiz
X% p
TUNEL (+) hiicre sayisi 42 10 19.692;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
25 ug/ml Doz
TUNEL (+) hiicre sayis1 40 10 18.000;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
50 pg/ml Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 45 10 22.273;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
75 pg/ml Doz
10 26.667;
TUNEL(H)hiicre sayisi 50 <0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
100 pg/ml Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 40 10 26.667;
<0.001

Tablo 11: Aronia Melanocarpa dozlarinin kontrol grubuna gore 48 Saat TUNEL sonuglari

(48 Saat) Aronia Melanocarpa Kontrol | Istatistiksel
10 pg/ml Doz analiz
X% p
TUNEL (+) hiicre sayisi 45 12 19.105;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
25 ug/ml Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 42 12 16.667,;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
50 pg/ml Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 50 12 23.290;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol

75 pg/ml Doz
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12 32.000;
TUNEL(+)hiicre sayisi 60 <0.001
Aronia Melanocarpa
100 pg/ml Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 42 12 16.667;
<0.001

Tablo 12: Aronia Melanocarpa dozlarinin kontrol grubuna goére 72 Saat TUNEL sonuglart

(72 Saat) Aronia Melanocarpa | Kontrol | Istatistiksel
10 ug/ml Doz analiz
X% p
TUNEL (+) hiicre sayis1 58 16 23.838;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
25 pg/ml Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 42 16 11.655;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
50 pg/ml Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 45 16 13.787,;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
75 pg/ml Doz
11.655;
TUNEL (+hiicre sayisi 42 16 <0.001
Aronia Melanocarpa
100 pg/ml Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 38 16 8.963;
0.003
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Kontrol

Paklitaksel 0,02 pM +

Aronia Melanocarpa 50 pg/ml Doz
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Sekil 19: En etkin olan 0,02 uM paklitaksel, 0,02 pM paklitaksel + 50 pg/ml Aronia Melanocarpa
konsantrayonunun 24 saat sonrasi icin TUNEL degerlendirilmesi.
(=) K ahverengi boyanip sitoplazmik uzantilarim1 kaybetmis apoptotik hiicreler TUNEL (+),
(=) diger hiicreler TUNEL (-) olarak gosterildi.
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Kontrol

Paklitaksel 0,02 pM +
Aronia Melanocarpa 50 pg/ml Doz

Sekil 20: En etkin olan 0,02 pM paklitaksel, 0,02 uM paklitaksel + 50 pg/ml Aronia Melanocarpa
konsantrayonunun 48 saat sonrasi i¢in TUNEL degerlendirilmesi.
(-) Kahverengi boyanip sitoplazmik uzantilarini kaybetmis apoptotik hiicreler TUNEL (+),
(-) diger hiicreler TUNEL (-) olarak gdsterildi.
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Kontrol

A
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Paklitaksel 0,02 pM +

Aronia Melanocarpa 50 pg/ml Doz

Sekil 21: En etkin olan 0,02 pM paklitaksel, 0,02 uM paklitaksel + 50 pg/ml Aronia Melanocarpa
konsantrayonunun 72 saat sonrasi i¢in TUNEL degerlendirilmesi.
(-) Kahverengi boyanip sitoplazmik uzantilarini kaybetmis apoptotik hiicreler TUNEL (+),
(-) diger hiicreler TUNEL (-) olarak gdsterildi.
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Tablo 13: Paklitaksel 0,02 pM/ml dozunun kontrol grubuna gére TUNEL sonuglar1

(24, 48, 72 Saat)

(24 Saat) Paklitaksel 0,02uM/ml Kontrol | Istatistiksel
Doz analiz
X’ p
TUNEL (+) hiicre sayisi 50 10 26.667;
<0.001
(48 saat) Paklitaksel 0,02uM/ml Kontrol
Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 45 12 19.105;
<0.001
(72 saat) Paklitaksel 0,02uM/ml Kontrol
Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 48 16 16.000;
<0.001

Tablo 14: Paklitaksel 0,02 uM/ml Doz + Aronia Melanocarpa 50 pg/ml dozunun kontrol grubuna

gore TUNEL sonuglar1 (24, 48, 72 Saat)

(24 Saat) Paklitaksel 0,02 pM/ml | Kontrol | Istatistiksel
Doz + Aronia analiz
Melanocarpa 50 pug/ml X% p
Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 57 10 32.970;
<0.001
(48 saat) Paklitaksel 0,02 uM/ml | Kontrol
Doz + Aronia
Melanocarpa 50 pg/ml
Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 55 12 27.597;
<0.001
(72 saat) Paklitaksel 0,02 uM/ml | Kontrol
Doz + Aronia
Melanocarpa 50 pg/ml
Doz
TUNEL (+) hiicre sayisi 48 16 16.000;
<0.001
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4.6. Immiinositokimya Sonuclar1

4.6.1. nTOR Immiinositokimya Sonuclar

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicrelerinin immunositokimyasal mTOR
boyamasi sonucunda olusan Aronia Melanocarpa’nin 5 farkli dozu i¢in immiin
pozitifligin degerlendirmesinde; 24 saatlik kontrol grubunda immiinpozitifligin
ylksek oldugu (++++) bu degerin 10 pg/ml kontrole gére anlamli derece de azaldigi
goriilse de (++) (p < 0.009), 50 ve 75 pg/ml (+) (p < 0.001) negatife yakin gorildiigii,
25 pg/ml ve 100 pg/ml Aronia Melanocarpa uygulamasinda ise immiin pozitifligin
kontrole yaklastigi (+++) (p > 0.05) belirlendi (Tablo 14). 48 saatlik Aronia
Melanocarpa uygulamasma ise kontrole (++++) gore kiyaslandiginda 10 pg/ml
dozda immiinpozitifligin azaldigr (++) (p < 0.002), en iyi pozitifligin azaldig
gruplarm 25, 50 ve 75 pg/ml’de (+) (p < 0.001) goriildiigi, 100 pg/ml dozda ise
(+++) (p > 0.05) anlamh bir azalma olmadig1 belirlendi (Tablo 15) . 72 saatlik
Aronia Melanocarpa uygulamasina ise kontrole (++++) gore kiyaslandiginda 10
pg/ml dozda immiinpozitifligin azaldigi (++) (p < 0.003), en iyi pozitifligin azaldig
gruplarin 25, 50 ve 75 pg/ml’de (+) (p < 0.001) goriildiigli, 100 pg/ml dozda ise
(+++) (p > 0.05) anlaml bir azalma olmadig1 gibi dramatik bir sekilde pozitifligin
ylikseldigi belirlendi. (Tablo 16).

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicrelerinin immiinositokimyasal mTOR
boyamas1 sonucunda olusan paklitaksel 0,02 pM’da ve paklitaksel 0,02 uM + Aronia
Melanocarpa 50 pg/ml’de dozu i¢in immiin pozitifligin degerlendirmesinde; 24
saatlik kontrol grubunda (++++), paklitakselin tek basmma kullanildigi grupta
pozitiflik (++) (p < 0.009) iken paklitakselin A. Melanocarpa ile kombine grubunda
(+) (p<0.001) immiin pozitifligin anlamli Ol¢lide azaldigr goriildii (Tablo 17). 48
saatlik kontrol grubunda (++++), paklitakselin tek basina ve 4. Melanocarpa ile
kombine kullanildig1 gruplarda pozitiflik (+) (p < 0.001) olarak immiin pozitifligin
anlamli 6l¢iide ve esit miktarda azaldigir goriildii (Tablo 18). 72 saatlik kontrol
grubunda (++++), paklitakselin tek basina kullanildigi grupta pozitivitede azalma
(++) (p < 0.004) goriilmesine ragmen 48 saate gore pozitifligin fazla oldugu goriildi
(Tablo 19).

72 saat i¢in SKOV-3 hiicrelerinde paklitaksele karsi direng gelismeye

basladigi seklinde yorumlandi. Paklitakselin, 4. Melanocarpa ile kombine
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kullanildig1 grupta ise 24 ve 48 saate benzer sekilde (+) (p < 0.001) immiin pozitiflik
goriilerek kontrole gore anlamh Ol¢lide azaldigr goriildi. 4. Melanocarpa’nin

paklitaksel ile kombinasyonunun daha iyi oldugu kanitlanmis oldu.
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Kontrol mTOR Aronia Melanocarpa 10 pg/ml Doz
mTOR
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Sekil 22: Aronia Melanocarpa‘ya ait 24 saat mMTOR immiinositokimya goriintiileri.

Kontrol grubunda mTOR immiin pozitifliginin (++++), 10 pg/ml Aronia Melanocarpa verilen
gruplarda mTOR immiin pozitifligin (++), 25 ve 100 pg/ml Aronia Melanocarpa verilen grupta
mTOR immiin pozitifliginin (+++), 50 ve 75 pg/ml Aronia Melanocarpa verilen gruplarda ise mTOR
immiin pozitifligin (+) oldugu goriildii. . (™=) Kahverengi boyanan hiicreler immiinreaktivite
gosteren hiicreler (+), (=) diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler (-) olarak

gosterildi.
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Kontrol mTOR Aronia Melanocarpa 10 ng/ml Doz
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Sekil 23 : Aronia Melanocarpa‘ya ait 48 saat mTOR immiinositokimya goriintiileri.

1’ "‘.

ETN

Kontrol grubunda mTOR immiin pozitifliginin (++++), 10 ug/ml, Aronia Melanocarpa verilen
gruplarda mTOR immiin pozitifligin (++), 25, 50 ve 75 pg/ml Aronia Melanocarpa verilen gruplarda
(+) iken 100 pg/ml ise mTOR immiin pozitifligin (+++) oldugu gorildii. (=) Kahverengi
boyanan hiicreler immiinreaktivite gosteren hiicreler (+), (™= diger hiicreler immiinreaktivite

gostermeyen hiicreler (-) olarak gosterildi.
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Kontrol mTOR
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Sekil 24 : Aronia Melanocarpa‘ya ait 72 saat mTOR immiinositokimya goriintiileri.

Kontrol grubunda mTOR immiin pozitifliginin (++++), 10 pg/ml Aronia Melanocarpa verilen

gruplarda mTOR immiin pozitifligin (++), 25, 50 ve 75ug/ml Aronia Melanocarpa verilen gruplarda

(+), 100 ug/ml verilen grupta ise (+++) oldugu goriildii. (™==) Kahverengi boyanan hiicreler

immiinreaktivite gosteren hiicreler (+), (=) diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler

(-) olarak gosterildi.
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0,02 uM Paklitaksel + Aronia

Sekil 25: En etkin olan 0,02 uM paklitaksel, 0,02 uM paklitaksel + 50 ug/ml Aronia Melanocarpa

konsantrayonunun 24 saat sonrast mTOR immiinositokimya goriintiileri.
Kontrol grubunda mTOR immiinositokimya goriintiileri (++++), paklitaksel grubunda (++),
paklitaksel+A.melanocarpa grubunda (0) oldugu goriildii. (-) Kahverengi boyanan hiicreler
immiinreaktivite gdsteren hiicreler (+), (M=) diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler

(-) olarak gosterildi.
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0,02 uM Paklitaksel- mMTOR
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Sekil 26: En etkin olan 0,02 uM paklitaksel, 0,02 uM paklitaksel + 50 ng/ml Aronia Melanocarpa

konsantrayonunun 48 saat sonrasi mMTOR immiinositokimya goriintiileri.
Kontrol grubunda mTOR immiinositokimya goriintiileri (++++), paklitaksel grubunda (+) ve
paklitaksel+A.melanocarpa grubunda (+) oldugu goriildii. (™==) Kahverengi boyanan hiicreler
immiinreaktivite gsteren hiicreler (+), (=) diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler

(-) olarak gosterildi.
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Kontrol mTOR
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Sekil 27: En etkin olan 0,02 uM paklitaksel, 0,02 uM paklitaksel + 50 ng/ml Aronia Melanocarpa
konsantrayonunun 72 saat sonrast mTOR immiinositokimya goriintiileri.
Kontrol grubunda mTOR immiinositokimya goriintiileri (++++), paklitaksel grubunda (++),
paklitaksel+A.melanocarpa grubunda (+) oldugu goriildii. (™= Kahverengi boyanan hiicreler
immiinreaktivite gdsteren hiicreler (+), (=) diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler

(-) olarak gosterildi.
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Tablo 15: Aronia Melanocarpa dozlarimin kontrol grubuna gére mTOR immiinpozitifligi (24 Saat)

(24 Saat) Aronia Melanocarpa Kontrol | Istatistiksel
10 pg/ml Doz analiz
X%p
mTOR Immiinpozitifligi (%) 54 85 6.914;
<0.009

Aronia Melanocarpa Kontrol
25 ug/ml Doz

mTOR Immiinpozitifligi (%) 68 85 1.889;
>0.05

Aronia Melanocarpa Kontrol
50 pg/ml Doz

mTOR Immiinpozitifligi (%) 33 85 22.915;
<0.001

Aronia Melanocarpa Kontrol
75 pg/ml Doz

mTOR Immiinpozitifligi (%) 36 85 19.843;
<0.001

Aronia Melanocarpa Kontrol
100 pg/ml Doz

mTOR Immiinpozitifligi (%) 75 85 0.625;
>0.05

Tablo 16: Aronia Melanocarpa dozlarinin kontrol grubuna gére mTOR immiinpozitifligi (48 Saat)

(48 Saat) Aronia Melanocarpa | Kontrol | Istatistiksel
10 pg/ml Doz analiz
X% p
mTOR Immiinpozitifligi (%) 57 95 9.500;
0.002

Aronia Melanocarpa | Kontrol
25 pg/ml Doz

mTOR Immiinpozitifligi (%) 48 95 15.448;
<0.001

Aronia Melanocarpa | Kontrol
50 pg/ml Doz

mTOR Immiinpozitifligi (%) 28 95 36.496;
<0.001

Aronia Melanocarpa | Kontrol
75 pg/ml Doz




mTOR 34 95 28.845;
Immiinpozitifligi (%) <0.001
Aronia Melanocarpa | Kontrol
100 pg/ml Doz
mTOR Immiinpozitifligi (%) 78 95 1.371;
>0.05

Tablo 17: Aronia Melanocarpa dozlarinin kontrol grubuna goére mTOR immiinpozitifligi (72 Saat)

(72 Saat) Aronia Melanocarpa Kontrol | Istatistiksel
10 pg/ml Doz analiz
X% p
mTOR Immiinpozitifligi (%) 58 95 8.948;
0.003
Aronia Melanocarpa Kontrol
25 ug/ml Doz
mTOR Immiinpozitifligi (%) 48 95 15.448;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
50 pg/ml Doz
mTOR Immiinpozitifligi (%) 38 95 24.429;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
75 pg/ml Doz
mTOR Immiinpozitifligi (%) 42 95 20.504;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
100 pg/ml Doz
mTOR Immiinpozitifligi (%) 75 95 2.353;
>0.05
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Tablo 18: Paklitaksel 0,02um/ml ile paklitaksel 0,02um/ml+ Aronia Melanocarpa 50pug/ml dozlarinin

kontrol grubuna gére mTOR immiinpozitifligi (24 Saat)

(24 Saat) Paklitaksel 0,02uM/ml | Kontrol | Istatistiksel

Doz analiz

X% p

mTOR Immiinpozitifligi (%) 54 85 6.914;
0.009

Paklitaksel 0,02uM/ml+ | Kontrol
Aronia Melanocarpa
50pg/ml

mTOR Immiinpozitifligi (%) 33 85 22.915;
<0.001

Tablo 19: Paklitaksel 0,02pM/ml ile paklitaksel 0,02uM/ml+ Aronia Melanocarpa 50pg/ml

dozlarinin kontrol grubuna gére mTOR immiinpozitifligi (48 saat)

(48 Saat) Paklitaksel 0,02uM/ml | Kontrol | Istatistiksel
Doz analiz
X% p
mTOR Immiinpozitifligi (%) 48 90 12.783;
<0.001
Paklitaksel 0,02uM/ml+ | Kontrol
Aronia Melanocarpa
50pg/ml
mTOR Immiinpozitifligi (%) 30 90 30.000;
<0.001

Tablo 20: Paklitaksel 0,02uM/ml ile paklitaksel 0,02uM/ml+ Aronia Melanocarpa 50pug/ml

dozlariin kontrol grubuna gére mTOR immiinpozitifligi (72 saat)

(72 Saat) Paklitaksel 0,02uM/ml | Kontrol | Istatistiksel
Doz analiz
X% p
mTOR Immiinpozitifligi (%) 57 92 8.221;
0.004
Paklitaksel 0,02pM/ml+ | Kontrol
Aronia Melanocarpa
50pg/ml
mTOR Immiinpozitifligi (%) 34 92 26.698;
<0.001
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4.6.2. PI3K Immiinositokimya Sonuclar

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicrelerinin immunositokimyasal PI3K boyamasi
sonucunda olusan Aronia Melanocarpa’nin 5 farkli dozu i¢in immiin pozitifligin
degerlendirmesinde; 24 saatlik kontrol grubunda immiinpozitifligin yiiksek oldugu
(++++) bu degerin 10 pg/ml kontrole gore anlamli derece de azaldigi goriilse de (++)
(p < 0.005), 25 pg/ml’de (+) (p < 0.002) iken, 50 ve 75 pg/ml (+) (p < 0.001)
negatife yakin goriildiigli, 100 pug/ml Aronia Melanocarpa uygulamasinda ise immiin
pozitifligin kontrolden ¢ok az oldugu (+++) (p > 0.05) izlendi (Tablo 20). 48 saatlik
Aronia Melanocarpa uygulamasina ise kontrole (++++) gore kiyaslandiginda 10, 25
ve 100 pg/ml dozda immiinpozitifligin ¢ok az oldugu (+++) (p > 0.05), 24 saate
kiyasla 10 ve 25 pg/ml doza kars1 SKOV-3 hiicrelerinin diren¢ gdstermeye basladig,
immiin pozitifligin azalmaya basladigi grubun 50 pg/ml’de (++) (p < 0.003)
goriildigi, 75 pg/ml dozda ise (+) (p < 0.001) en anlamli azalmanin oldugu
belirlendi (Tablo 21). 72 saatlik Aronia Melanocarpa uygulamasinda ise kontrole
(++++) gore kiyaslandiginda 10 pg/ml, 25, 50 ve 75 pg/ml gruplarda (+) (p <0.001)
pozitifligin en iyi sekilde azaldig1 gozlenirken, 100 pg/ml dozda 24 ve 48 saate gore
daha az pozitiflik (++) (p > 0.037) izlendi (Tablo 22).

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicrelerinin immiinositokimyasal PI3K boyamasi
sonucunda olusan paklitaksel 0,02 pM’da ve paklitaksel 0,02 pM + Aronia
Melanocarpa 50 pg/ml’de dozu i¢in immiin pozitifligin degerlendirmesinde; 24
saatlik kontrol grubunda (++++), paklitakselin tek basmna kullanildigi grupta
pozitiflik (++) (p <0.013) iken paklitakselin A. Melanocarpa ile kombine grubunda
(+) (p<0.001) immiin poazitifligin anlaml Sl¢iide azaldig1 goriildii (Tablo 23). 48
saatlik kontrol grubunda (++++), paklitakselin tek basina ve A. Melanocarpa ile
kombine kullanildig1 gruplarda pozitiflik (+) (p < 0.001) olarak immiin pozitifligin
anlaml olciide ve esit miktarda azaldig1 goriildii (Tablo 24). 72 saatlik kontrol
grubunda (++++), paklitakselin tek basina kullanildig1 grupta pozitivitede azalma
(++) (p < 0.03) goriilmesine ragmen 48 saate gore pozitifligin fazla oldugu goriildii.
Paklitakselin A. Melanocarpa ile kombine kullanildig1 grupta pozitiflik (+) (p <
0.001) olarak izlendi (Tablo 25).

72 saat i¢in SKOV-3 hiicrelerinde paklitakselin tek kullanildigi gruba

bakildiginda hiicrelerin paklitaksele karsi direng gelistirmeye basladigi seklinde
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yorumlandi. Paklitakselin A. Melanocarpa ile kombine kullanildig1 grupta ise 24, 48
ve 72 saatlerde benzer sekilde (+) (p < 0.001) immiin poazitiflik goriilerek kontrole
gére en 1yl sonucu verdigi izlendi. A. Melanocarpa’nin paklitaksel ile

kombinasyonunun daha iyi oldugu kanitlanmis oldu.
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Sekil 28: Aronia Melanocarpa‘ya ait 24 saat PI3K immiinositokimya goriintiileri.

Kontrol grubunda PI3K immiin pozitifliginin (+++), 10 ug/ml Aronia Melanocarpa verilen grupta
PI3K immiin pozitifligin (++), 25, 50 ve 75 pg/ml Aronia Melanocarpa verilen gruplarda ise PI3K
immiin pozitifligin (+) oldugu goriiliirken 100 pg/ml Aronia Melanocarpa verilen grupta immiin
pozitifligin (+++) oldugu izlendi . (-) Kahverengi boyanan hiicreler immiinreaktivite gosteren

hiicreler (+), (E=E) diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler (-) olarak gosterildi.
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Kontrol PI3K

Aronia Melanocarpa 10 ng/ml Doz
PI3K

\ v \
)6 * ™ w— sﬁ \‘ .
" « N\ 4=} | K
¢ w’
A WU % o . i
Aronia Melanocarpa 25 ug/ml.Doz Aronia Melanocarpa 50 ng/ml Doz
PI3K _ PI3K
'
-~ 5./ . 9
o\ Wz
- /4
2 \ (
PAN } )

Aronia Melanocarpa 75 ng/ml Doz
PI3K

Aronia Melanocarpa 100 pg/ml Doz

K

__J‘

PI3K
J B

"\ /

Sekil 29: Aronia Melanocarpa‘ya ait 48 saat PI3K immiinositokimya goriintiileri.

Kontrol grubunda PI3K immiin pozitifliginin (++), 10 pg/ml, 25 ve 100 ug/ml Aronia Melanocarpa

verilen gruplarda PI3K immiin pozitifligin (+++), 50 pg/ml Aronia Melanocarpa verilen gruplarda ise

PI3K immiin pozitifligin (++) oldugu ve 75 pg/ml doz grubunda pozitiflik (+) seklinde izlendi.

(-) Kahverengi boyanan hiicreler immiinreaktivite gosteren hiicreler (+), (> diger hiicreler

immiinreaktivite gostermeyen hiicreler (-) olarak gosterildi.
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Kontrol PI3K
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Sekil 30: Aronia Melanocarpa‘ya ait 72 saat PI3K immiinositokimya goriintiileri.

Kontrol grubunda PI3K immiin pozitifliginin (+++), 10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 ve 75 pg/ml Aronia

Melanocarpa verilen gruplarda PI3K immiin pozitifligin (+), 100 pg/ml Aronia Melanocarpa verilen

gruplarda ise PI3K immiin pozitifligin (++) oldugu goriildii. (=) Kahverengi boyanan hiicreler

immiinreaktivite gdsteren hiicreler (+), (=) diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler

(-) olarak gosterildi.
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Kontrol PI3K
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Sekil 31: En etkin olan 0,02 uM paklitaksel, 0,02 uM paklitaksel + 50 ug/ml Aronia Melanocarpa

konsantrayonunun 24 saat sonrasi PI3K immiinositokimya goriintiileri.
Kontrol grubunda PI3K immiin pozitifligi (++++), paklitaksel grubunda (++),
paklitaksel+A.melanocarpa grubunda (+) oldugu goriildii. (-) Kahverengi boyanan hiicreler
immiinreaktivite gdsteren hiicreler (+), (M=) diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler

(-) olarak gosterildi.
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Kontrol PI3K
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Sekil 32: En etkin olan 0,02 uM paklitaksel, 0,02 uM paklitaksel + 50 ug/ml Aronia Melanocarpa
konsantrayonunun 48 saat sonrast PI3K immiinositokimya goriintiileri.
Kontrol grubunda PI3K immiin pozitifligi (++++), paklitaksel grubunda ve
paklitaksel+A.melanocarpa grubunda (+) oldugu goriildii. (™= Kahverengi boyanan hiicreler
immiinreaktivite gosteren hiicreler (+), (=) diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler

(-) olarak gosterildi.
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Sekil 33: En etkin olan 0,02 pM paklitaksel, 0,02 pM paklitaksel + 50 pg/ml Aronia Melanocarpa

konsantrayonunun 72 saat sonrasi PI3K immiinositokimya goriintiileri.
Kontrol grubunda PI3K immiin pozitifligi (++++), paklitaksel grubunda (++),
paklitaksel+A.melanocarpa grubunda (+) oldugu goriildii. (™= Kahverengi boyanan hiicreler
immiinreaktivite gosteren hiicreler (+), (=) diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler

(-) olarak gosterildi.
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Tablo 21. Aronia Melanocarpa dozlarinin kontrol grubuna gore PI3K immiinpozitifligi (24 saat)

(24Saat) Aronia Melanocarpa Kontrol | Istatistiksel
10 pg/ml Doz analiz
X% p
PI3K Immiinpozitifligi (%) 45 76 79.42;
0.005
Aronia Melanocarpa Kontrol
25 ug/ml Doz
PI3K immiinpozitifligi (%) 42 76 9.797;
0.002
Aronia Melanocarpa Kontrol
50 pg/ml Doz
PI3K Immiinpozitifligi (%) 20 76 32.667;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
75 pg/ml Doz
PI3K immiinpozitifligi (%) 25 76 25.752;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
100 pg/ml Doz
PI3K immiinpozitifligi (%) 65 76 0.858;
>0.05

Tablo 22. Aronia Melanocarpa dozlarimin kontrol grubuna gore PI3K immiinpozitifligi (48 saat)

(48 Saat) Aronia Melanocarpa Kontrol | Istatistiksel
10 pg/ml Doz analiz
X% p
PI3K immiinpozitifligi (%) 44 62 3.057;
>0.05
Aronia Melanocarpa Kontrol
25 pg/ml Doz
PI3K Immiinpozitifligi (%) 44 62 3.057;
>0.05
Aronia Melanocarpa Kontrol
50 pg/ml Doz
PI3K immiinpozitifligi (%) 33 62 8.853;
0.003
Aronia Melanocarpa Kontrol
75 pg/ml Doz
PI3K Immiinpozitifligi (%) 28 62 12.844;
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<0.001

Aronia Melanocarpa Kontrol
100 pg/ml Doz
PI3K Immiinpozitifligi (%) 58 62 0.133;
>0.05

Tablo 23: Aronia Melanocarpa dozlarinin kontrol grubuna gore PI3K immiinpozitifligi (72 saat)

(72 Saat) Aronia Melanocarpa Kontrol | Istatistiksel
10 pg/ml Doz analiz
X% p
PI3K immiinpozitifligi (%) 32 78 19.236;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
25 pg/ml Doz
PI3K immiinpozitifligi (%) 42 78 10.800;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
50 pg/ml Doz
PI3K Immiinpozitifligi (%) 22 78 31.360;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
75 ng/ml Doz
PI3K immiinpozitifligi (%) 25 78 27.272;
<0.001
Aronia Melanocarpa Kontrol
100 pg/ml Doz
PI3K Immiinpozitifligi (%) 54 78 4.364;
0.037

Tablo 24: Paklitaksel 0,02uM/ml ile paklitaksel 0,02uM/ml+ Aronia Melanocarpa 50pg/ml

dozlarinin kontrol grubuna gore P13K immiinpozitifligi (24 saat)

(24 Saat) Paklitaksel 0,02uM/ml | Kontrol | Istatistiksel

Doz analiz

X% p

P13K immiinpozitifligi (%) 45 72 6.231;
0.013

Paklitaksel 0,02pM/ml+ | Kontrol
Aronia Melanocarpa
50pg/ml

P13K Immiinpozitifligi (%) 35 72 12.794;
<0.001
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Tablo 25: Paklitaksel 0,02uM/ml ile paklitaksel 0,02pM/ml+ Aronia Melanocarpa 50pg/ml

dozlarinin kontrol grubuna gére P13K immiinpozitifligi (48 saat)

(48 Saat) Paklitaksel 0,02uM/ml | Kontrol | Istatistiksel
Doz analiz
X% p
P13K immiinpozitifligi (%) 40 78 12.237;
<0.001
Paklitaksel 0,02uM/ml+ | Kontrol
Aronia Melanocarpa
50pg/ml
P13K Immiinpozitifligi (%) 30 78 21.333;
<0.001
Tablo 26: Paklitaksel 0,02uM/ml ile paklitaksel 0,02pM/ml+ Aronia Melanocarpa 50pug/ml

dozlarinin kontrol grubuna gére P13K immiinpozitifligi (72 saat)

(72 Saat) Paklitaksel 0,02uM/ml | Kontrol | Istatistiksel

Doz analiz

X%p

P13K immiinpozitifligi (%) 47 80 8.575;

0.003

Paklitaksel 0,02uM/ml+ | Kontrol
Aronia Melanocarpa
50pg/ml

P13K Immiinpozitifligi (%) 28 80 25.037;
<0.001
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4.6.3. p 38 MAPK Immiinositokimya Sonug¢lar

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicrelerinin immunositokimyasal p 38 MAPK
boyamas1 sonucunda olusan Aronia Melanocarpa’nin 5 farkli dozu i¢in immiin
pozitifligin degerlendirmesinde; 24 saatlik kontrol grubunda immiinpozitifligin
yiiksek oldugu (++++) bu degerin 10 pg/ml kontrole gére anlamli derece de azaldigi
goriiliirken (++) (p < 0.002), 25, 50 ve 75 pg/ml (+) (p < 0.001) negatife yakin
goriildiigii, 100 pg/ml Aronia Melanocarpa uygulamasinda ise immiinpozitifligin
kontrole yaklastigi (+++) (p > 0.05) belirlendi (Tablo 26). 48 saatlik Aronia
Melanocarpa uygulamasina ise kontrole (++++) gore kiyaslandiginda en 1iyi
pozitifligin azaldig1 gruplarin 10 ve 50 pg/ml’de (+) (p < 0.001) gorildigi, 25
pg/ml’de immiin pozitivite (++) (p < 0.012) iken, 75 ve 100 pg/ml dozda ise (+++)
(p > 0.05) anlamh bir azalma olmadig: belirlendi (Tablo 27). 72 saatlik Aronia
Melanocarpa uygulamasina ise kontrole (++++) gore kiyaslandiginda 10 pg/ml
dozda immiinpozitifligin azaldigr (++) (p < 0.002), en iyi pozitifligin azaldig
gruplarin 25, 50 ve 75 pg/ml’de (+) (p < 0.001) goriildiigli, 100 pg/ml dozda ise
(+++) (p > 0.05) anlaml bir azalma olmadig1 gibi dramatik bir sekilde pozitifligin
yiikseldigi belirlendi. (Tablo 28).

SKOV-3 ovaryum kanseri hiicrelerinin immiinositokimyasal mTOR
boyamasi sonucunda olusan paklitaksel 0,02 uM’da ve paklitaksel 0,02 uM + Aronia
Melanocarpa 50 pg/ml’de dozu i¢in immiinpozitifligin degerlendirmesinde; 24
saatlik kontrol grubunda (++++), paklitakselin tek basmna kullanildigi grupta
pozitiflik (++) (p < 0.002) iken paklitakselin A. Melanocarpa ile kombine grubunda
(+) (p<0.001) immiin poazitifligin anlaml 6l¢iide azaldig1 goriildii (Tablo 29). 48 ve
72 saatlerde kontrol grubunda immiin pozitifllik (++++) iken, paklitakselin tek
basina ve A. Melanocarpa ile kombine kullanildig1 gruplarinin pozitifligi (+) (p <

0.001) anlaml 6l¢tide ve esit miktarda azaldig goriildii (Tablo 30-31).
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Sekil 34: Aronia Melanocarpa‘ya ait 24 saat p 38 MAPK immiinositokimya gdriintiileri.

Kontrol grubunda p 38 MAPK immiin pozitifliginin (+++), 25 pg/ml, 50 ve 75 pg/ml Aronia

Melanocarpa verilen gruplarda p 38 MAPK immiinpozitifligin (+), 10 ng/ml Aronia Melanocarpa

verilen gruplarda ise p 38 MAPK mmiin pozitifligin (++) oldugu, 10 pg/ml doz i¢in ise pozitivitenin

(++) goriildii. ("==») Kahverengi boyanan hiicreler immiinreaktivite gosteren hiicreler (+), (=)

diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler (-) olarak gosterildi.
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Sekil 35: Aronia Melanocarpa‘ya ait 48 saat p 38 MAPK immiinositokimya goriintiileri.
Kontrol grubunda p 38 MAPK immiinpozitifliginin (+++), 10 ve 50 pg/ml Aronia Melanocarpa
verilen gruplarda p 38 MAPK immiin pozitifligin (+), 25 pg/ml Aronia Melanocarpa verilen grupta
ise p 38 MAPK mmiin pozitifligin (++), 75 ve 100 pg/ml dozlarda ise pozitivite (+++) olarak izlendi.
(=== Kahverengi boyanan hiicreler immiinreaktivite gdsteren hiicreler (+), (=) diger hiicreler

immiinreaktivite géstermeyen hiicreler (-) olarak gosterildi.
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Kontrol P 38 MAPK
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Sekil 36: Aronia Melanocarpa‘ya ait 72 saat p 38 MAPK immiinositokimya goriintiileri.

Kontrol grubunda p 38 MAPK immiinpozitifliginin (+++), 25 ng/ml

, 50 ve 75 pg/ml Aronia

Melanocarpa verilen gruplarda p 38 MAPK immiinpozitifligin (+) iken 10 pg/ml’de (++),100 pg/ml

Aronia Melanocarpa verilen gruplarda ise p 38 MAPK mmiin pozitifligin (++) oldugu goriildii.

(=== Kahverengi boyanan hiicreler immiinreaktivite gdsteren hiicreler (+), (=) diger hiicreler

immiinreaktivite géstermeyen hiicreler (-) olarak gosterildi.
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Kontrol P 38 MAPK
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Sekil 37: En etkin olan 0,02 uM paklitaksel, 0,02 uM paklitaksel + 50 pg/ml Aronia Melanocarpa
konsantrayonunun 24 saat sonrast p 38 MAPK immiinositokimya goriintiileri
Kontrol grubunda p 38 MAPK immiinpozitifligi (++++), paklitaksel grubunda (++)
paklitaksel+A.melanocarpa grubunda (+) oldugu goriildii. (™= Kahverengi boyanan hiicreler
immiinreaktivite gdsteren hiicreler (+), (=) diger hiicreler immiinreaktivite gdstermeyen hiicreler

(-) olarak gosterildi.
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Kontrol P 38 MAPK
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Sekil 38: En etkin olan 0,02 uM paklitaksel, 0,02 uM paklitaksel + 50 ng/ml Aronia Melanocarpa

konsantrayonunun 48 saat sonrast p 38 MAPK immiinositokimya goriintiileri.

Kontrol grubunda p 38 MAPK immiinpozitifligi (++++), paklitaksel ve paklitaksel+A.melanocarpa
gruplarinda (+) oldugu goriildii. (=== Kahverengi boyanan hiicreler immiinreaktivite gsteren

hiicreler (+), (=) diger hiicreler immiinreaktivite gostermeyen hiicreler (-) olarak gosterildi.
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Kontrol P 38 MAPK
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Sekil 39: En etkin olan 0,02 uM paklitaksel, 0,02 uM paklitaksel + 50 ng/ml Aronia Melanocarpa
konsantrayonunun 72 saat sonrast p 38 MAPK immiinositokimya goriintiileri.
Kontrol grubunda p 38 MAPK immiinpozitifligi (++++), paklitaksel ve paklitaksel+A.melanocarpa
grubunda (+) oldugu goriildii. ("==) Kahverengi boyanan hiicreler immiinreaktivite gosteren

hiicreler (+), (=) diger hiicreler immiinreaktivite gostermeyen hiicreler (-) olarak gosterildi.
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Tablo 27: Aronia Melanocarpa dozlarmin kontrol grubuna gére P38 MAPK immiinpozitifligi (24

saat)
(24Saat) Aronia Kontrol | Istatistiksel
Melanocarpa analiz
10 pg/ml Doz X% p
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 45 80 9.800;
0.002
Aronia Kontrol
Melanocarpa
25 pg/ml Doz
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 43 80 11.130;
<0.001
Aronia Kontrol
Melanocarpa
50 pg/ml Doz
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 35 80 17.609;
<0.001
Aronia Kontrol
Melanocarpa
75 ug/ml Doz
P38 MAPK immiinpozitifligi (%) 32 80 20.571;
<0.001
Aronia Kontrol
Melanocarpa
100 pg/ml Doz
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 73 80 0.320;
>0.05

Tablo 28: Aronia Melanocarpa dozlarinin kontrol grubuna gore P38 MAPK immiinpozitifligi (48

saat)
(48 Saat) Aronia Kontrol | Istatistiksel
Melanocarpa analiz
10 pg/ml Doz X% p
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 35 81 18.241;
<0.001
Aronia Kontrol
Melanocarpa
25 pg/ml Doz
P38 MAPK immiinpozitifligi (%) 52 81 6.323;
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0.012

Aronia Kontrol
Melanocarpa
50 ug/ml Doz
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 30 81 23.432;
<0.001
Aronia Kontrol
Melanocarpa
75 ug/ml Doz
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 60 81 3.128;
>0.05
Aronia Kontrol
Melanocarpa
100 pg/ml Doz
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 72 81 0.529;
>0.05

Tablo 29: Aronia Melanocarpa dozlarinin kontrol grubuna gére P38 MAPK immiinpozitifligi (72

saat)
(72 Saat) Aronia Kontrol | Istatistiksel
Melanocarpa analiz
10 pg/ml Doz X% p
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 54 92 9.890;
0.002
Aronia Kontrol
Melanocarpa
25 pg/ml Doz
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 28 92 34.133;
<0.001
Aronia Kontrol
Melanocarpa
50 pg/ml Doz
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 42 92 18.657;
<0.001
Aronia Kontrol
Melanocarpa
75 pg/ml Doz
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 48 92 13.829;
<0.001
Aronia Kontrol
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Melanocarpa

100 pg/ml Doz

72

92

2.439;

P38 MAPK Immiinpozitifligi (%)

>0.05

Tablo 30: Paklitaksel 0,02uM/ml ile paklitaksel 0,02uM/ml+ Aronia Melanocarpa 50pg/ml
dozlarmin kontrol grubuna gore P38 MAPK immiinpozitifligi (24 saat)

(24 Saat) Paklitaksel Kontrol | Istatistiksel
0,02uM/ml Doz analiz
X% p
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 45 80 9.800;
0.002
Paklitaksel Kontrol
0,02uM/ml+
Aronia
Melanocarpa
50pg/ml
P38 MAPK immiinpozitifligi (%) 31 80 21.631;
<0.001

Tablo 31: Paklitaksel 0,02uM/ml ile paklitaksel 0,02pM/ml+ Aronia Melanocarpa 50pug/ml

dozlarmin kontrol grubuna gore P38 MAPK immiinpozitifligi (48 saat)

(48 Saat) Paklitaksel Kontrol | Istatistiksel
0,02uM/ml Doz analiz
X%p
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 42 84 14.000;
<0.001
Paklitaksel Kontrol
0,02uM/ml+
Aronia
Melanocarpa
50pg/ml
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 30 84 25.579;
<0.001
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Tablo 32: Paklitaksel 0,02uM/ml ile paklitaksel 0,02uM/ml+ Aronia Melanocarpa 50pg/ml

dozlarmin kontrol grubuna gore P38 MAPK immiinpozitifligi (72 saat)

(72 Saat) Paklitaksel Kontrol | Istatistiksel
0,02uM/ml Doz analiz
X% p
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 52 90 10.169;
<0.001
Paklitaksel Kontrol
0,02uM/ml+
Aronia
Melanocarpa
50pg/ml
P38 MAPK Immiinpozitifligi (%) 32 90 27.574;
<0.001
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5. TARTISMA

Ovaryum kanseri, kadinlardaki maligniteler icinde yedinci sirada
goriilmektedir. Epitelyal over kanseri tiim ovaryum malign hastaliklarinin yaklasik %
90'm1 olusturur. Hastalikta ¢6ziim olabilmesi ve objektif bir sonug elde edilmesi i¢in
endokrin tedavinin ya da kemoterapinin tek tek veya beraber uygulanmasi
durumunda dahi siire¢ 6liimle sonuglanabilmektedir (77).

Son on yil boyunca bu hastaligin tedavisinde kullanilan pek c¢ok ilag
gelistirilmistir. Bu ilaglar arasinda sisplatin, paklitaksel, doksorubisin, letrozol,
anastrozol gibi ilaglar sayilabilir (78). Bu sekilde kullanilan ve yeni uygulanan anti-
tiimdr ilaglar ile kanser kemoterapisi hizla gelismekte ve boylelikle pek ¢ok kanser
tirii lizerinde daha pozitif sonuglar elde edilmektedir. Cogunlukla gesitli kanser
tiirleri iizerinde uygulanan kemoterapi basarili sonuglar dogururken, bazi durumlarda
bu ilaglar normal doku ve hiicreler lizerinde yan etkiler olusturmaktadir. Ayrica
viicudun ilaca kars1 gelistirdigi diren¢ sonucunda tedavi etkinligini kaybetmektedir.
Klinik olarak da c¢ok ciddi bir problem olan ila¢ direncinin sebepleri ve
mekanizmalar1 hali hazirda arastirilmakta olan 6nemli bir konudur. Hiicrenin apoptoz
ya da anti-apoptoz yolunu se¢mesi tamamen ilaca karst goOstermis oldugu
hassasiyetle veya direncle ilgilidir (79).

Bazen cesitli anti-tiimor ajanlar1 vasitasiyla kanser hiicrelerinde aktif hiicre
6lim mekanizmas1 olan apoptoz baslatilabilmektedir (80). Ancak bazi durumlarda
apoptozun durdurulmasi ya da engellenmesi s6z konusu olmakta, bu gibi durumlarda
meydana gelen ilag direncinin nedeninin ne oldugunun ortaya koyulmasi
gerekmektedir (79).

Kemoterapdtik ajanlarin amaci, normal hiicrelere gore oldukga hizli biiyiiyen
ve ¢ogalan neoplastik hiicreleri proliferatif donemde iken tahrip edip ortadan
kaldirmaktir. Bircok doku bu ilag¢lardan olumsuz etkilenmektedir. Yan etkilerden en
cok kan hiicreleri, gastrointestinal sistemdeki hiicreler, kil folikiilleri, spermler,
oositler, kalp, mesane, bobrekler, akcigerler ve sinir sistemi organlari1 gibi hayati

organlar etkilenmektedir (81).
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Ayrica bu ilaglar ROS diizeylerinde artisa ve antioksidanlarda (GSH, GSH-
Px, katalaz, vitamin A, E, C, ¢inko, melatonin ve sitokrom C) azalmalara neden
olmaktadir (82). Bu nedenle parenteral veya oral yolla alinan farkli yapt ve
ozellikteki antioksidan maddeler yardimiyla ROS diizeyleri azaltilmaya ve
antioksidan aktiviteleri arttirilarak kemoterapdtiklerin olusturdugu muhtemel yan
etkiler azaltilmaya veya tamamen 6nlenmeye caligilmaktadir.

Aronia melanocarpa flavonoidler (antosiyaninler, flavonoller ve flavanoller)
ve fenolik asitler (hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitler) gibi birkac¢ fenolik
bilesik sinifi dahil olmak iizere biyoaktif fitokimyasallar agisindan zengindir. Aronia
fenolikleri, antioksidan ve antosiyanin igerigi potansiyel olarak antikanserojenik
aktiviteye neden olarak ¢ogalma, farklilagsma ve apoptozu kontrol eden hiicre sinyal
yollarinda yer alan ana proteinleri yukar1 veya asag1 yonde regiile ederek ¢ok sayida
hiicresel islemleri modiile edebilir (83). In vitro modeller, Aronia melanocarpa
bilesenlerinin biyoaktivitesini degerlendirmek i¢ind 6nemli bir aragtir ve fenoliklerin
proliferasyon ve apoptoz iizerindeki biyolojik etkileri acisindan ¢ok fazla kanit
mevcuttur. Bu sonuglarin uygunlugu caligsmalar arasinda degisen maruziyet siiresi,
doz ve kullanilan ekstrakt gibi ¢esitli faktorlere bagl oldugu gosterilmistir (83). Bu
calismada yukarida bahsedilen sekliyle yan etkisi olmayan, ilag direnci
gelistirmeyen, antioksidan ve anti-kanserojenik etkileri  bilinen Aronia
melanocarpa’yt SKOV-3 ovaryum kanseri hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisinin
in vitro ortamda gosterilmesi amaglanmistir. Calismamizda gruplarimizdaki hiicre
yogunlugunun, 4Aronia uygulanmayan grupta en yiiksek degere sahip oldugunu ve bu
degerin Aronia’nin belirli konsantrasyonlarinda diistiigii tespit edilmistir.

Rugina ve ark. HeLa insan servikal tiimor hiicresi i¢in A.melanocarpa’nin
%50 baskilayici degerinin (IC50) 48 saat sonra 200 ug/ml olarak belirtmislerdir (84).
Bir ¢alismada Zerdecal ve chokeberry ekstresi igin belirlenen IC50 degerleri sirasiyla
48 saat inkiibasyon ile 15 ve 200 pg / ml olarak belirlenmistir. Thani ve ark.
Tarafindan yapilan ¢aligmada, AsPC-1 pankreatik kanser hiicre hatti i¢in Aronia
melanocarpa ve gemsitabisin kombinasyonu kullanmiglar ve Aronia’y1 tek
kullandiklar1 grupta IC75 degeri 1 pg/ml bulunmustur (85). 4A.melanocarpa gibi

chokeberry tiirlerinden Polaris ile yapilan ¢alisgmada HepG2 insan karaciger kanser

115



hiicre hatt1 tizerine 1 pg/ml 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml Polaris dozlarinin hiicre
canliligini 6nemli 6l¢lide inhibe ettigi gosterilmistir (75) .

Aronia meloncarpa ekstrakti normal kolon ve insan HT-29 kolon kanseri
hiicre dizileri iizerine uygulanmis ve 24 saat maruziyet sonrasinda, 50 ug / ml dozda
insan HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde % 60 oraninda hiicre inhibisyonu ile
sonug¢lanmistir (86).

Bunlarin disinda liteartiirde Aronia melanocarpa’nin etkin maruziyet siireleri
ile ilgili ¢alismalarda bulunmaktadir. Hwang ve Thi, Aronia melanocarpa suyunun
subtoksik dozunun tekrarlayan maruziyetine (4 giinliik bir periyot i¢in giinde 2 saat),
subkonfluent Caco-2 hiicrelerinin (bir insan kolon karsinomu modeli) yanitini
aragtirmig, bu stirelerde uygulamanin G2 / M hiicre dongiisii tutulmasina neden
olarak Caco-2 hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ortaya koymustur. Bagka bir
calismada SK-Hepl insan hepatoma karsinom hiicrelerinde 24 ve 48 saatte 200
pg/ml ve 400 pg/ml 'de Aromia uygulamasi sonucu kanser hiicrelerinde sirasiyla
%24,6 ve %47,2 oraninda inhibisyon gergeklestigi gosterilmistir (66).

Yukarida belirtildigi gibi Aronia Melonocarpa farkl kanser tiirlerinde degisik
doz ve maruziyet siirelerinde kanser hiicrelerinin inhibisyonunda etkili olmustur. Bu
calismada ise, literatiirde ilk defa ovaryum kanseri i¢in Aronia melanocarpa’nin
etkin doz ve maruziyet siiresi arastirilmistir. Bu baglamda, literatiirdeki cesitli
calismalarda kullanilan Aronia melanocarpa konsantrasyonlar1 géz Oniine alinarak
bu caligmada 11 farkli doz (1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 ve 400 pg/ml)
incelenmistir. Bunun yaninda benzer sekilde 3 farkli maruziyet siiresinin (24, 48 ve
72 saat) etkisi incelenmistir. Belirtilen doz ve maruziyet siirelerinin olusturdugu tiim
durumlar i¢cin MTT testi uygulanmis ve sitotoksik IC50 degeri 24 saat i¢in 75 pg/ml,
48 ve 72 saat i¢in 50 pg/ml olarak belirlenmistir.

Kanser hastalar1 paklitaksele karst uzun vadede ilag¢ direnci gelistirir. Bu
nedenle bu c¢alismada ila¢ direncini azaltmaya yonelik Aronia melanocarpa ile
literatiirde daha Once belirtilen dozda paklitaksel kombinasyonu kullanilmigtir. Bu
calismay1 gerceklestirebilmek amaciyla en uygun paklitaksel konsantrasyonu
literatiirdeki caligmalarda incelenmistir. Yapilan bir c¢alismada paklitaksel ile
flavanoid igerige sahip silibinin’in olusturdugu kombinasyonun SKOV-3 hiicreleri

tizerindeki etkisi arastirilmis ve paklitakselin tek basina kullanildig: farkli dozlarin
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MTT sonucunda, en uygun konsantrasyonun 48 saat inkiibasyon sonucunda IC50
degeri 0,02 uM olarak elde edilmistir (65).

Fakat laboratuvar kosullarimizda literatiirde belirtilen paklitaksel dozunun
etkili olup olmadigini kanitlamak amactyla 0,002 pM ,0,02 uM ve 0,2 uM olarak 3
farkli doz denemesi uygulanmistir. MTT test sonucunda 0,02 pM paklitaksel
dozunun literatiirdeki gibi etkin oldugu bulunmustur. Daha sonra Aronia
melanocarpa’nin 48 ve 72 saatte elde edilen etkin dozu ile kombinasyonunu
immiinositokimyasal ve TUNEL yontemleri ile SKOV-3 hiicreleri {iizerine
inhibisyonu ortaya koyulmustur.

Yapilan kolorektal kanseri ¢alismalarinda, kolorektal kanseri temsil eden
modellerden alinan in vitro kanitlar, Aronia polifenollerin proliferasyon ve apoptoz
gibi kanser hiicresi sagkalimi i¢in gerekli hiicresel siirecleri modiile edebilecegini
gostermektedir (83).

Bir ¢alismada Ganoderma resinaceum antioksidan icerigi sebebiyle SKOV-3
hiicrelerine uygulanmis ve hiicrelerin apoptoza yonlendirildigi kanitlanmistir (87).

Kang ve ark’nin yaptigi calismada ise flavonoid icerigi yiiksek olan Rhus
verniciflua stokes ekstrakti kullanilarak ovaryum kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (88). Aronia melanocarpa suyu, lenfoblastik 16semi Jurkat
hiicre hattina uygulanmis ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
durumun, G2 / M fazinda hiicre donglislinii arreste ugratarak apoptozisin
indiiksiyonuna neden oldugu ortaya koyulmustur. Ayrica Aronia melanocarpa suyu
tedavisi, farkli insan lenfoblastik 16semi hiicrelerinin (HSB-2, Molt-4 ve CCRF-
CEM) apoptozisini de indiikledigi gosterilmistir (89). Zerdegal ve chokeberry
ekstrelerinin, glioblastoma hiicre hattinda (U373) apoptozisi indiikleme 6zellikleri
ile dikkat ¢ekmistir (90).

Bu calismada Aronia melanocarpa ekstraktinin SKOV-3 hiicreleri iizerine
apoptotik etkisi TUNEL yontemi ile ortaya koyulmustur. TUNEL yontemi DNA
kiriklar1 sonucu olusan apoptozun belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir (91).
Hiicre siklusundaki duraksamalar sonucunda DNA kiriklar1 olusur. Bu sayede
hiicrenin apoptoza yonlendirildigi belirlenmis olur. Calismamizda Aronia
melanocarpa’nin 5 farkli (10, 25, 50, 75, 100 pg/ml) dozunda istatistiksel olarak
anlamli TUNEL pozitif hiicreler goriilmiistiir. Fakat Aronia’nin 50 pg/ml dozu
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paklitaksel’in 0,02 uM/ml kombinasyonu sonucu TUNEL pozitiflik degeri belirgin
sekilde arttig1 ortaya koyulmustur.

PI3K / mTOR ve MAPK sinyal yollar1 fosforilasyon dinamikleri arastirilmis
ve onkolojide 6nemli sinyal yolaklarindan oldugu belirlenmistir (92). PI3K yolu,
onkojenleri ve birgok reseptor sinifini, birgok temel hiicresel fonksiyonlara baglayan
kritik bir sinyal transdiiksiyon sistemi, insan kanser hiicrelerinde belki de en yaygin
aktive edilen sinyal yolagidir. AKT ve mTOR dahil olmak iizere, sinyal yolundaki
PI3K izoformlarim1 ve diger ana diiglimleri hedefleyen inhibitorler klinik
calismalarda kullanilmakla birlikte, hala 6nemli sorunlar devam etmektedir (93).
Son yirmi yilda yapilan kapsamli arastirmalar, protein sentezinden otofajiye kadar
pek cok temel hiicre siirecini diizenleyen mTOR icin merkezi bir rol oynamistir ve
downregiile edilmis mTOR sinyali kanser ve diyabetin yan1 sira yaglanma siirecinin
ilerlemesinde de rol oynamaktadir. Ayrica klinikte mTOR sinyal yolunu, terapdtik
olarak hedefleyerek insan hastaligina nasil katkida bulundugunu gosteren
mekanizmalar i¢in, mevcut ve gelecekteki beklentiler yiiksektir (53). MAPK / ERK
sinyal yolunun da hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, migrasyonu, yaslanmasi ve
apoptozu ile iliskili oldugu bildirilmistir (59). Bu c¢alismada kanser sinyal
mekanizmalarinda bu derece onemli olan PI3K, mTOR ve p 38 MAPK sinyal
yollarinin Aronia melanocarpa ve paklitaksel’in bu yolaklar1 kullanarak SKOV-3
ovaryum kanseri tizerindeki etkilerinin agiklanmasi amacglanmistir.

Jiang ve ark.’nin yaptiklart calismada Sepiella Maindron (SIP-SII)'nin
SKOV-3 hiicre membrani iizerine yerlestigini ve EGFR ekspresyonunu ve
aktivasyonunu inhibisyonu yolu ile, p38 / MAPK ve PI3K / Akt / mTOR sinyal
yollarint 6nemli Olc¢lide inhibe ettigi gosterilmistir (31). Bir diger c¢alismada
Kaempferia parviflora (KP)nin SKOV-3 hiicrelerinde hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve hiicre Oliimii iizerindeki etkileri arastirllmis ve ERK ve AKT
fosforilasyonu ve kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-9 diizeyi arastirillarak AKT'n
fosforilasyonu ve ERKI1 / 2'min azalmasi nedeniyle KP'nin antitiimor aktiviteleri
PI3K / AKT ve MAPK yollar ile diizenlenebilecegi kanitlanmigtir (34). Sunayama
ve ark.nin c¢alismasinda, mTOR sinyal yolu ile glioblastoma kok hiicre benzeri
hiicrelerin, proliferasyonu ve tiimdrijenitesini korudugu gdsterilmistir. mTOR

inhibisyonunun, gastrointestinal kanser hiicrelerinde CD133 ekspresyonunu anlamli
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sekilde arttirarak kanser hiicre inhibisyonuna yol acti1 gosterilmistir. Chang ve ark.
yaptig1 caligmada, prostat kanserinde, PI3K / Akt / mTOR sinyal yolunun
aktivasyonu yoluyla epitelyal-mezenkimal geg¢is (EMT) artmis ve kanser kok hiicre
fenotipleri ile iligkili oldugu bulunmustur (13).

Bu c¢alismada ise, SKOV-3  hiicreleri iizerine uygulanan Aronia
melanocarpa’nin tek basina ve paklitaksel ile kombinasyonlarinin PI3K, mTOR ve p
38 MAPK sinyal yollarinin inhibisyonu kanitlanmistir. Kontrol gruplarinda yiiksek
yogunlukta pozitiflik degerleri gozlenirken diger tiim dozlarda anlamli oSlglide

pozitifligin diistiigii goriilmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

l. Sitotoksitite analizleri yapilarak en etkili Aronia melanocarpa dozu
belirlendi. Aronia melanocarpa baskilayici konsantrasyon (IC50) degerinin
50 pg/ml oldugu tespit edildi.

2. SKOV-3 ovaryum kanseri hiicre hattina uygulanan, antioksidan bir madde
olan Aromia Melanocarpa’nin kontrol grubuna gore inhibitdr etkileri ve
apoptotik etkileri belirlendi.

3. Bu etkilerini PI3K/mTOR ve p 38 MAPK sinyal yolaklar1 iizerinden
gergeklestirdigi ortaya koyuldu. Antikemoterapotik ajan olan paklitakselle
kombine edildiginde en etkili dozun 50 pg/ml Aronia ve 0,02 uM paklitaksel
oldugu belirlendi.

4. Calismadan elde edilen bulgularin degerlendirilmesi, kanser tedavisinde yeni
acilimlarin, yeni ilaglarin ve tedavi ajanlarinin gelistirilmesine katkida
bulunabilecektir. Kanserli hastalarin tedavi siirecinde yasadigi olumsuzluklar
ve ilaglarin yarattifi giliglii yan etkiler disiiniildiigiinde, antioksidan ve
antikanserojen etkisi olan yeni fitoterapotiklerin arastirilmast ve kullanilmasi

Onem arzetmektedir.

Sonu¢ olarak, elde ettigimiz tiim veriler degerlendirildiginde, Aronia
melanocarpa’nin ovaryum kanseri tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapotik

ilaglarla kombinasyonunun tedavide yarar saglayacagi kanisina varildi.
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