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OZET

Eskin, N. Ovcar 3 hiicre kiiltiiriinde Epigallocatechin 3 gallate isimli maddenin
tek basma ya da klasik kemoterapatiklerle kombine yada tek basina
kullaniminin etkileri Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilimdali, Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2012.
Over kanseri; gelismis iilkelerde kadinlarda rastlanan kanserler siralamasinda besinci
en sik kanserle iliskili 6liim sebebidir ve kadin genital sistem kanser oliimlerinde
birinci siray1 almistir (1). Bunun nedeni, hastaligin ¢ogunlukla ileri evrelerde tani
almas1 ve erken semptom vermemesi olarak sOylenebilir. Epitelyal over
kanserlerinde tedavi asil olarak; cerrahi ve medikal tedavidir. Over kanseri
jinekolojik kanserlerin igerisinde kemoterapiye en iyi cevap veren kanserler
arasindadir. Standart tedavi platin tabanlidir. Erken evre over kanserli hastalarda da
ilk yapilan cerrahi rezeksiyona genellikle kemoterapi eklenir. Tiim evreler goz
onlinde bulunduruldugunda ilk tedavi sonrasinda da relaps ihtimali % 60O’lar
civarinda saptanmis olup, ileri evrelerde bu oran % 80-85’tir. Bu yilizden dikkatler
karsinogenezle alakali kritik hiicre yollarin1 hedef alan biyolojik ajanlara ¢evrilmistir
(4-8). Tez kapsaminda kemoterapatiklerle kombine kullanimlarda alternatif olmasi
amagh kullandigimiz yesil ¢ay derivesi olan EGCG’nin (epigallocatechin 3 gallate)
Ovcar-3 hiicre kiiltiiriinde apoptotik etkisini tespit i¢cin Tetrazolium Testi (MTT testi)
ve DAPI (4-6 diamidino- phenylindole) boyama yaptik. Ardindan dort farkli gen
tizerindeki etkilerini degerlendirdik. Ovcar-3 hiicre kiiltiirii izerinde EGCG’nin farkl
dozlarmin, hem tek basina uygulandiginda hem de klasik kemoterapatikler olan
paklitaksel ve karboplatinin fakli dozlartyla yapilan kombine uygulamalari
sonucunda kanser hiicrelerini anlamli sekilde yok ettigini saptadik. Ustelik kombine
kullanimda tek basina olan etkileri potansiyelize ederek toplamda daha fazla hiicreyi
apaptozise ugratti. Yine proliferasyondan sorumlu oldugu bilinen VEGF ve Ki-67
iizerinde de anlamli azalmaya sebep oldu. Klasik kemotreapatiklere direng gelisen
olgularda, kemoterapatiklerin EGCG ile kombine kullanilmasinin tedavi etkinligini
artirdigini -~ saptadik. Bu  bulgumuzun  etkinliginin  klinik  ¢aligmalarla

desteklenmesinin uygun oldugu sonucuna vardik.

Anahtar Kelimeler: Over kanseri tedavisi, ovcar-3, EGCG, MTT, DAPI



Vi

ABSTRACT
Eskin, N. The effect of epigallocatechin 3 gallate in Ovcar 3 cell culture which
was used solely or in combintaion with conventional chemotherapheutics
Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine, medical specialty thesis in
Department of Gynecology and Obstetrics, Eskisehir, 2012. Ovarian cancer is the
most common cause of death among women with gynecologic cancer and fifth
leading cause of death after lung, breast, colorectal and pancreas cancers in women
living in developed countries (1). The reason is considered to be its being diagnosed
generally in its late stages and not giving any symptoms in the early stages. Primary
treatment for ovarian cancer consist of surgical cytoreduction and
paclitaxel/carboplatin combination chemotherapy. Supportive therapy is applied to
patients in terminal stage of the disease. Ovarian cancer responds the best to the
chemotherapy among the other gynecologic cancers. Taking into account the
frequency of each stage of disease and its projected relapse rate, the overall
likelihood of relapse after initial therapy for all stages of disease for women with
ovarian cancer is 62 percent, it is 80-85 percent for women who present with stage
IIT or IV disease. Fort this reason, a variety of emerging agents with novel targets are
currently in development of ovarian cancer (4-8). EGCG; is an extract of green tea,
and can inhibit tumorigenesis during the initiation, promotion and progression stages.
In this thesis, we performed Tetrazolium test (MTT test) and DAPI to demonstrate
the apoptotic effect of EGCG on Ovcar-3 cell culture. Then, we evaluated its effects
on four different genes with real time PCR. The resulting observations are; different
doses of EGCG which was used both solely and in combination with paclitaxel and
carboplatin, resulted in a significant eradication in cancer cells. Furthermore, when it
is used in combination, could potantiate the effects of paclitaxel and carboplatin and
would induce apoptosis in more ovarian cancer cells. In addition It also caused a
significant decrease on VEGF and Ki-67 which are known to be responsible for
proliferation. These results show that EGCG, when used in combination with other

conventional chemotherapeutics, is a promising candidate as an alternative treatment.

Key Words: Ovarian cancer treatment, ovcar-3, EGCG, MTT, DAPI
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1. GIRIS

Kanser ; teshis , korunma yontemleri ve tedavilerdeki gelisimlere ragmen
biitiin diinyada milyonlarca hastay1 etkilemekte ve O6lim nedenlerinin basinda
gelmektedir.

2010 yiliinda ABD’de 21880 yeni over kanseri ve 13850 over kanseri
nedeniyle beklenen 6liim ger¢eklesmis, bu da over kanserini en 6nemli jinekolojik
malignite haline getirmistir. Gelismis iilkelerde kadin genital sisteminin en sik
rastlanan ikinci timorii olmasina ragmen kadin genital sistem kanser 6liimlerinde
birinci siray1 almistir (1). Primer ovaryen tlimorlerin biiyiik bir kismi1 (%90) epitelyal
hiicreleren koken alirken germ hiicreli ve sex kord stromal tiimorler overlerde
bulunan diger hiicre tiirlerinden koken alirlar (2, 3).

Over kanserinin primer tedavisi cerrahidir. Cerrahinin amaci; taniy1
dogrulamak, erken evrelerde dogru bir cerrahi evreleme yapmak, ileri evrelerde ise
maksimum diizeyde timor c¢ikartmaktir (sitorediiktif cerrahi, debulking). Epitelyal
over kanserlerinde tedavi asil olarak cerrahidir. Cerrahi sonrasi gerekli hastalarda
adjuvan tedavi uygulanir. Terminal dénem ve performans durumu iyi olmayan
hastalarda destekleyici tedavi de uygulanir. Jinekolojik kanserlerin igerisinde
kemoterapiye en iyi cevap veren kanser over kanseridir. Kemoterapi ile kiir
saglanabilmesi en miikemmel sonu¢ olmakla birlikte, tek basina kemoterapi ile kiir
saglanmast yeni tani almis tiim kanserlerin ancak % 20’sinde ulasilabilen bir
sonugtur. Antineoplastik ilaclarin terapdtik etkinligini kisitlayan onemli bir faktor
ilag direncidir. Cesitli durumlarda etki mekanizmasi ve yan etki profili farkl ilaglar
kombinasyonlar halinde kullanilirlar. Bunun amaci; ilag direncinin gelisimini
engellemek, tiimor hiicrelerinin daha genis kitlesine etkili olabilmek ve kullanilan
ilaclarin tek basma yiiksek doz kullanilmalariyla ortaya cikabilecek yan etki
spektrumunu hafifletmektir. Epitelyal over kanserinde standart tedavi platin
tabanlidir. Platin igermeyen tedavilere yanit % 40 iken, platin iceren tedavilere yanit
% 60-80 civarindadir. Kombine kemoterapi rejimlerinde platin bulunmasi cevap
oranlarini, hastaliksiz yasam siirelerini arttirmaktadir. Platin esasli kemoterapi
epitelyal over kanseri olan hastalarda sag kalimi iyilestirir. Yiiksek (%70-80) oranda
primer yanita ragmen hastalarin %75’inde klinik niiks goriiliir. Tim evreler goz

onlinde bulunduruldugunda ilk tedavi sonrasinda da relaps ihtimali % 60’lar



civarinda saptanmis olup, ileri evrelerde bu oran % 80-85’tir. Bu yiizden dikkatler
karsinogenezle alakali kritik hiicre yollarin1 hedef alan biyolojik ajanlara ¢evrilmistir
(4-8). Calismamizda; over kanseri hiicre kiiltiiri olan Ovcar-3 kiicreleri tizerinde
klasik kemoterapatikler olan paklitaksel ve karboplatinin degisen dozlariyla, yesil
cay derivesi EGCG’nin ( Epigallocatekin 3 gallate ) farkli dozlarinin kombine
kullanimin1 degerlendirmeyi amagladik. Kullandigimiz EGCG’nin Ovcar-3 hiicre
kiiltiiriinde apoptotik etkisini Tetrazolium Testi (MTT testi) ve DAPI boyama ile
belirledik. Ardindan dort farkli gen iizerindeki etkilerini degerlendirdik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Over Kanseri ile Tlgili Genel Bilgiler
2.1.1. insidans ve Epidemiyoloji

Over kanseri ; gelismis lilkelerde kadinlarda rastlanan kanserler siralamasinda
akciger, meme, kolorektal ve pankreas kanserlerinden sonra besinci siradadir.
Kadin genital sisteminin uterin korpus kanserinden sonra en sik rastlanan ikinci
kanser tiiridiir. Ayrica kadin genital sistem kanser 6liimlerinde birinci sirada yer
alir (1). Over kanseri kadinlarda goriilen kanserlerin % 4’linii, jinekolojik
kanserlerinde % 25’ini olusturur. Bu nedenlede jinekolojik onkolojide ¢ok dnemli
bir yer tutar (1).

Genel populasyonda hayat boyunca over kanserine yakalanma riski % 1.4 tiir.
A.B.D.’de 2003 ve 2007 yillar1 arasinda over kanserinin median goriilme yas1 63’ tiir
(9). Herediter ovaryen kanser sendromu olan kadinlarda median yas daha erken tespit
edilmigstir. Yagla birlikte epitelyal over kanserinin goriilme sikligi artar. 30 yas
altinda epitelyal over kanseri riski ¢ok azdir. 40 yas iizeri kadinlarin dliimlerinin
ortalama % 2’sinden over kanseri sorumludur. En yiiksek goriilme sikligina 75-79
yas grubunda ulasir (2-3). Epitelyal over kanseri insidansi cografik yerlesime gore de

farkliliklar gosterir.
2.1.2. Over Kanseri Risk Faktorleri

Over kanserinin asil nedeni belli degildir. Ancak epidemiyolojik ¢aligmalar
sonucunda risk faktorleri belirlenmistir. Bu faktorler baslica cevresel, endokrin,
genetik ve diger faktorler olarak siniflandirilirlar. Erken menars (12 yasindan 6nce),
ge¢ menopoz (50 yasindan sonra), infertilite, nulliparite, 40 yas iizeri popiilasyon,
beyaz 1k, ailede over kanseri hikayesi gibi faktorlerin riski arttirdigi bildirilmistir
(10-12). Yiiksek parite, oral kontraseptif kullanimi, emzirme hikayesi, tiip ligasyonu
ve histerektomi hikayesi de riskte azalma ile karsimiza ¢ikar (11, 13, 14). Gebeligin
over kanseri iizerindeki koruyucu etkisinin nasil gerceklestigi tam olarak
bilinmemektedir. Fakat degisik mekanizmalarla bu koruyucu etkinin gerceklestigi

diistiniilmektedir. Bunlardan en popiiler olan1 gebelikte ovulasyonun engellenmesi



suretiyle over yiizeyinde neoplaziye yol agacak alanlarin gelismesinin onlenmesi
goriigiidiir. Oral kontraseptiflerin over kanseri gelisim riskini % 30-60 oraninda
azaltti1 bilinmektedir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan bir ¢alismada oral
kontraseptif kullaniminin siiresi ile risk azalmasi arasinda yakin bir iliski bulundugu
sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismada, 5 yil ve iizerinde oral kontraseptif kullanan
kadinlarda over kanseri gelisme riski % 50 oraninda azalmaktadir (10). Tiip
ligasyonu ve histerektominin over kanseri gelisme riskini azaltmasi bu goriisii
destekleyen diger bulgulardir. Bu azalmanin nedeni olarak vajinal yolla gelen
karsinojenlerin overlere ulagmasinin engellenmesi diisiiniilmektedir.

Kohort caligmalarinda; endometriozisin epitelyal over kanseri igin bir risk
faktorii oldugu gosterilmistir ve %?2.5 oraninda malign transformasyon riski
gosterdigi diistiniilmektedir(15-19). Son zamanlarda, retrograd menstiirasyon sonucu
gelisen endometriozis alanlarindan epitelyal; 6zelliklede endometrioid ve clear cell
over kanseri gelisiminin artti§1 yoniinde degisik gorisler ileri siiriilmektedir (20).
Endometriozis zemininde gelisen over kanseri olgularinin geng¢ yaslarda ve
nulliparlarda goriildiigt, iyi diferansiye erken evre tiimoérler oldugu da belirtilmistir
(21, 22). Son yillarda endometriozisli hastalarin over kanserine yakalanmasini
ongérmede human epididimal protein 4 (HE 4) gibi yeni belirtecler {izerine
caligmalar yogunlagmustir (23). Polikistik over sendromu olanlarda da over kanserine
yakalanma riskinin arttigina dair ¢aligsmalar bulunmaktadir (24).

Cevresel faktorler arasinda hayvansal yag icerigi yiiksek diyetler riski
artirabilirken, sebzeden zengin beslenme, vitamin A ve vitamin C alimi ile risk
azaltilabilmektedir. Literatiirde talk maruziyetinin risk faktorii oldugunu gosteren ve
gostermeyen ¢alismalar mevcuttur (25, 26). Huncharek ve arkadaslar (ark.) yapmis
olduklar1 genis bir vaka kontrol calismasindan sonra perineal talk maruziyeti
sonucunda over kanserine yakalanma riskinin % 30-60 oraninda arttigin1 One
stirmiislerdir (27). Sigara igen kadinlarda igmeyenlere oranla miisindz over kanseri
riskinde artis tespit edilmistir (28-31).Yine yiiksek body mass indeksine sahip
kadinlarda (BMI 30 kg/m2 ve iizeri) diisiik oranda da olsa over kanserine yakalanma
riskinde artig saptanmistir (30, 32, 33).

Tiim over kanserlerinin % 10’u herediterdir (34, 35). Over kanseri ile ilgili

sendromlarin ¢ogu otozomal dominant kalittima sahip ancak penetransit degisken



heterojen bir gruptur. Jinekolojik onkoloji pratiginde karsimiza ¢ikan kalitsal
sendromlar; meme — over kanseri sendromu, herediter nonpolipozis kolorektal kanser
sendromu ve site spesifik over kanseridir (34).

Meme — Over Kanseri Sendromu : BRCA (meme kanseri) gen
mutasyonlart herediter over kanseri vakalarmin % 90’inda, tim over kanser
vakalarinin da % 10’unda saptanirlar (36, 37). Vakalarin biiyiik kism1 BRCA 1 geni,
daha kiiciik bir kism1 ise BRCA 2 geni ile iligkilidir. Son yillarda over kanserine
yakalanmis olanlarda ii¢ yeni gen daha belirlenmistir. Bunlar RAD 51c, RAD 51d ve
BRIP1 genleridirler (38). BRCA 1 ve BRCA 2 gen iriinlerinin DNA tamiri
bozulmustur. BRCA 1 geninde kanitlanmis mutasyonu bulunan kadinlarda hem
meme (%45-85) hem de over (% 20-45) kanseri gelisme riski artmistir (36-41).
BRCA geni tasiyan over kanseri olgularinda seréz adenokarsinom en sik goriilen
histopatolojik fenotiptir (42).

Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser Sendromu (HNPCC); Lynch II
olarak da bilinir. Otozomal dominant gegis goOsteren bu kanserle birlikte
endometrium, over, iirogenital trakt ve gastrointestinal sistemin diger kanserlerine
kars1 da ailevi yatkinlik mevcuttur. HNPCC sendromlu kadinlarin hayatlari boyunca
endometrium kanserine yakalanma riski % 22-60 , over kanserine yakalanma riski
ise % 9-12” dir (43, 44).

Site spesifik over kanseri; tim kalitsal over kanserlerinin % 10- 15’ini

olusturur.

Tablo 2.1 Over kanseri risk faktorleri

Nulliparite
Erken menars
Ge¢ menopoz
Beyaz irk
Ileri yas

Aile oykiisii

Kuzey Amerika ya da Kuzey Avrupa’da yasama




2.1.3.Etyoloji ve Patogenez

Over kanseri etyolojisi multifaktoryeldir. Biiyiik bir kismi yiizeyinde bulunan
epitelyal hiicrelerden koken almakla birlikte germ hiicreli, sex cord stromal, mikst tip
timorler gibi diger hiicre gruplarindan da koken alan tiimorleri mevcuttur. Over
kanserinin patogenezi tam olarak aciklanamamig ancak cesitli hipotezler One
stiriilmiistir.

Siirekli Ovulasyon Teorisi

Bu ilk olarak Fathalla ve ark. (45) tarafindan One siiriilmiis bir teoridir.
Ovulasyon over yiizey epitelinde siirekli travmalara yol agar. Devamli ovulasyon
over epitelinde ovulasyon olan noktalarda rejenerasyon sirasinda inkliizyon cisimleri
olusumuna ve ylizey epitelinin proliferasyona ugrayarak kriptler ve papillalar
olusturmasina neden olur, mitotik aktivitede artis goriiliir. Bu degisikliklerin en
belirgin oldugu dénem ovulasyondan hemen sonraya uyar. Bu teoriyi destekleyen
faktorler arasinda; diistik parite, erken menars, ge¢c menopoz ile over kanseri riskinin
artmasi, kombine tip oral kontraseptif kullanimi, dogum sayisinda artis ve laktasyon
siiresinin uzun olmasiyla over kanseri olusum riskinin azalmasi sayilabilir.
Ovulasyon yoklugu nedeniyle puberte oncesinde ve gonadal disgenezili hastalarda
epitelyal over neoplazileri ¢ok nadir olarak goriiliir. Her ovulasyonla meydana gelen
tekrarlayan travma over kanseri ile sonuglanabilecek spontan mutasyonlara yol
acabilir. Sonug olarak ovulatuar siklus sayisi arttikca over kanseri riski artar (45-49).

Pelvik Kontaminasyon Teorisi

Cevresel faktorler overlere asendan bir yolla ulasirlar. Bunlar over yiizey
epitelinde ve diger mezotelde histopatolojik degisikliklere yol agabilir. Ustelik
menstriiel liriinlerin transtubal ge¢isinin endometriozis ve endometriozis zemininde
de clear cell kanserin gelisimine neden oldugu ileri siiriilmektedir. Tiip ligasyonu ve
histerektomi ile riskin azalmasi bu hipotezi desteklemektedir (50).

Gonadotropin Teorisi

Fathalla’nin stirekli oviilasyon teorisi hipoovulasyon veya anovulasyon
goriilen infertilite hastalarindaki over kanseri riski artis1 agiklayamaz. Vakalarin %81
’1 50 yas lizerinde postmenopozal olmasi ve bu donemde de gonadotropinlerin ¢ok
yliksek seviyede olmasit ovarian karsinogenezde FSH ve LH yiiksekliginin de rol

oynayabilecegini diislindiirmektedir. Normal over yiizey epiteli FSH ve LH



reseptorlerini eksprese eder ve bunlar epitelin proliferasyonu ve biiyiimesini regiile
edebilir; bu reseptorlerin uyarilmasi epitelyal over kanseri gelisiminde ve
progresyonunda rol alabilir (51-57). Yine ovulasyon indiiksiyonu ig¢in verilen
ekzojen gonadotropin tedavisi ile over kanseri arasinda bir iligkinin son yillarda
ortaya ¢cikmasi bu hipotezi desteklemektedir (58, 59).

Molekiiler degisiklikler: Over kanserlerinde kromozom bozukluklar ilk kez
6 no’lu kromozomun uzun kolunda delesyonla ortaya konmustur. Sonra kromozom
14°te delesyon ve kromozom 1, 2, 3, 4, 5, 9, 10, 11, 15, 19’da yapisal anomaliler
saptanmigtir. Molekiiler biolojik ¢aligmalar daha ziyade protoonkogenler ve tiimor
siipresor  genler iizerine yogunlagmigtir. Over kanserinde tespit edilen
protoonkogenler C-mos, c-fms, c-erbB-1, her-2/neu ve ras genleridir. Yine tiimor
siipresor bir gen olan p53’in baskilanmasi  over hiicrelerinde neoplastik

degisikliklere yol agabilmektedir (60-63)

2.1.4.Histopatolojik Simiflandirma

Malign over tiimdrlerinin % 80-90’1m1 epitelyal over timorleri olusturur.
Epitelyal over tiimorlerinin over yiizey epitelinin stromaya yaptigi
invajinasyonlardan koken aldigi diisliniilmektedir. Embriyolojik olarak bu epitel
colomik epitelden gelisir ve mezotelyum ile devam eder. Over kanseri heterojen bir
hastaliktir ve ¢esitli histolojik alt tipleri barindirir (Tablo 2.2).

Biitiin epitelyal over tiimdrleri benign, borderline (atipik proliferatif) ve
malign (karsinom) olarak siniflandirilirlar. Malign epitelyal over tiimorlerinin

histopatolojik siniflamasi tablo seklinde gosterilmistir (Tablo 2.3).



Tablo 2.2. Over kanseri Histolojik alt tipleri

Colomik Epitelden Kaynaklananlar

Ser6z karsinom

Endometrioid karsinom

Berrak hiicreli karsinom

Transizyonel hiizreli karsinom

Indifferansiye karsinom

Karsinosarkom ve mikst mezodermal tiimor

Germ hiicrelerinden kaynaklananlar

Teratom

Matiir kistik teratomdan kdken alan malign neoplaziler
Immatiir teratom

Disgerminom

Embriyonel karsinom

Endodermal siniis timori

Koryokarsinom

Ozellesmis Gonadal Stromadan Kaynaklananlar
Granulosa hiicreli karsinom

Sertoli leydig hiicreli karsinom

Jinadoblastom

Lipid hiicreli tiimorler

Non Spesifik Mezenkimden Kaynaklanan Tiimorler
Sarkomlar

Lenfomalar

Metastatik Tiimorler




Tablo 2.3. Malign epitelyal over tiimdrlerinin histopatolojik siniflandirmast

Histolojik Tip Benzedigi hiicre tipi
Ser6z Endosalpings
Miisindz Endoservikal
Endometrioid Endometrial
Brenner Transizyonel
Clear cell Miillerian
Indifferansiye Anaplastik
Mikst Mikst

Borderline Over Tiimorleri

Epitelyal tiimorlerin % 15 kadar1 diisiik malignite potansiyelli timdrler olarak
isimlendirilen borderline tiimorler olarak kategorize edilirler. Karsinomlardan ayiran
en Onemli oOzelligi invazyon olmamasidir (64). Metastazlar1 nadiren invaziv
karakterde olabilir.

Benign adenomlardan ise gosterdikleri atipi ile ayrlirlar. Invaziv over
kanserlerine gore 15 yil daha 6nce, 40’11 yaslarda goriiliirler. Borderline tiimorler,
epitelyal over tiimorlerinin = % 10-15 kadarini olusturur. En sik olarak serdz alt tip
goriiliir. Hastalarin  neredeyse % 50 kadarinda CA-125 diizeyleri normal olarak
bulunur (65).

Karsinomlar

Seréz karsinom, en sik goriilen over malignitesidir; over karsinomlarinin %
60-80’ini olusturur. Overin benign ve malign tiimorlerinin {igte biri, tim over
kanserlerinin de % 50’sinden fazlas1 serdz tiptir. Serdz karsinomlarin % 85-90°1 evre
II-IV hastalikla gelir ve vakalarin % 50-70 kadar1 bilateraldir. En fazla bilateral
goriilen epitelyal over kanseridir.  Histolojik onemli bir o6zelligi psammoma
cisimlerinin goriilmesidir (vakalarin %30 kadarinda). Seréz karsinomlar agresif
lezyonlardir. 5 yillik sag kalim % 10 civarindadir (66, 67).

Miisinéz karsinom; endoservikal gland hiicrelerini andiran hiicrelerce
olusturulmustur. Tiim over tiimdrlerinin % 15’ini, epitelyal over kanserlerinin ise %
10’unu miisindz tiimdrler olustururlar. Yavas ve sinsi biiyiimeleri nedeniyle tim

abdominal kaviteyi dolduracak sekilde c¢ok biiyiik boyutlara ulasabilirler. Son
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caligmalar, miisindz over tiimdrlerinin siklikla ekstraovaryen kaynakli olup overe
metastaz yaptig1 yonilindedir. Neoplastik hiicrelerin intraabdominal implantlar ile
birlikte abdominal kaviteye ¢ok fazla miktarda miizin6z materyal salgilamasi ile
olusan bir durum olarak tanimlanan pseudomiksoma peritonei’de, 6zellikle intestinal
hiicreler ve bilateral over tutulumu sik goriliir (68-70).

Endometrioid karsinom; epitelyal tiimorlerin % 6’sin1 olustururlar. Saf
endometrioid karsinomlarin % 84’1 evre I ve II’dir. Mikst karsinomlar ise genellikle
ileri evredirler. Prognozu daha erken evrede tani almalarindan dolay1 daha iyidir (68-
70).

Clear cell (Berrak hiicreli) karsinom; mezonefroid karsinom olarakta
adlandirilir. Epitelyal over kanserlerinin % 3’{inli olustururlar. Bu tiimoérler over
timorleri arasinda en kemorezistan kanserler olup; daha agresif davranirlar.
Berrak hiicreli karsinom over maligniteleri arasinda 5 yillik yasam beklentisinin %
40 olmast ile en kotii prognozlusudur. Hiperkalsemi ve endometriozisle en sik
birlikte olan tiimorlerdir (68-70).

Brenner tiimorii; tim over timorlerinin % 2’sini  olusturur. Hiicre
niikleuslar ‘coffee bean’ seklinde goriilebilir ve reinke kristalleri bu tiimorde goriiliir
(68-70).

Mikst tip tiimoérler; birden fazla histolojik tipi % 10’dan fazla oranlarda
icerirler. Ozellikle serdz epitelyal komponentin bulunmasi prognaz agisindan kotiidiir
(68-70).

Metastatik Over Kanseri

Over tiimoriinii taklit edebilecek birgok metastatik timor vardir. Daha erken

yasta goriliirler. En sik gastrointestinal kaynaklidirlar (68-70).
2.1.5.Semptom ve Bulgular

Over kanserinin seyri sirasinda ge¢ ve nonspesifik semptom verdigi
diisiiniildiigiinden ve tan1 aninda da genellikle ileri evrede oldugundan tarihte ‘sessiz
katil’ olarak adlandirilmistir. En sik goriilen semptomlar dolgunluk hissi, karinda
basing hissi ve karin ¢evresinde artis, bulanti kusma, anoreksi, konstipasyon, erken
tokluk hissi, sik idrara ¢ikma olarak sayilabilir. intraabdominal basing artisindan

veya abdominal sivinin peritoneal kaviteye transiide olmasindan dolay1 respiratuar
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semptomlar da goriilebilir. Anormal vaginal kanama ise nadir goriilen bir
semptomdur. Timdrlin torsiyon, enfeksiyon ve riiptiiriine baghh akut karin
semptomlar1 da gelisebilir (71-74).

Abdominal muayenede palpe edilebilen irregiiler kontiirleri olan kitle, asit

varligin1 gosteren yer degistiren matite bulunabilir.
2.1.6. Tam

Epitelyal over kanserlerinin jinekolojik tiimorler igerisinde en sik 6liim
sebebi olmasiin nedeni olarak, hastaligin erken semptom vermemesi ve daha ¢ok
ileri evrelerde tani almasi sayilabilir. Tanida en ¢ok kullanilan metod pelvik
muayene, transvaginal USG ve serum CA-125 degerleridir. Pelvik muayenede;
kitlenin bilateral, solid ve/veya semisolid olmasi, ¢evre dokulara fikse, konturlari
diizensiz, beraberinde asit olmasi, kitlenin {ist abdomene kadar uzanmasi ve
rektovaginal muayenede nodiilarite saptanmasi kitlenin malign olabilecegini
distindiirtir (71-74).

USG, over kanseri tanisinda en sik kullanilan goriintiileme yontemidir.
Malignite tanist koymada pelvik muayene ve USG’nin degeri benzerdir. USG’de
dikkat edilen karakteristik 6zellikler arasinda over boyutu (premenopozal kadinlarda
> 20 cm, postmenopozal kadinlarda >10 cm), yiizey oOzellikleri, septa bulunmasi ve
kalinlig1, papiller projeksiyonlar, multiokiilarite, solid nodiil ve asit varlig1 yer alir
(75-78). Kitlenin doppler incelemesinde, pulsatilite ve rezistans indeksilerinin diisiik
saptanmas1 malignite lehinedir. Indekslerdeki diisiiklilk; tiimorde ortaya cikan
neovaskiilarizasyon nedeni ile kan akiminin artmasi ve akim oniindeki direncin
azalmasi sonucundadir.

CA 125; epitelyal over kanserlerinin tiimor belirteci olmakla birlikte, asil
kullanim  sekli tanist  koyulmus tiimoriin  takibi  ve tedaviye yanitinin
degerlendirilmesi amaciyladir. Glikoprotein yapisinda olan bu molekiil, epitelyal
kanserlerin yanisira bircok benign olayda da yiikselebilir. Endometriozis, gebelik,
infeksiyonlar, benign jinekolojik tiimorler, karaciger ve pankreas hastaliklar1 bunlar
arasinda sayilabilir. Refarans degeri 35 IU/ml olarak kullanilir (79-83). Malignite
olmayan hastalarda CA-125 diizeyleri genellikle stabil seyrederken veya azalirken,

malignite olanlarda yiikselme oldugu goriilir. Premenopozal hastalarda yalanci
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pozitiflik oran1 yliksektir ve pozitif prediktif degeri diistiktiir. CA-125 epitelyal over
kanserlerinin bircogunda artmasina ragmen, preklinik hastaligt yakalamada
yetersizdir. Invaziv evre 1 epitelyal over kanseri olan hastalarm % 23- 40’inda CA-
125 artar, Fakat sonraki evrelerde % 88 oraninda pozitiflik vardir. 40 yasin altindaki
hastalarda germ hiicreli over tiimorlerini ekarte etmek icin AFP, beta-HCG, LDH
gibi tiimdr belirleyicileri istenmelidir (80, 84-88).

Bilgisayarli tomografinin (BT); asit, mezenterik ve omental hastalig

saptamada sensitivitesi yiiksektir (84, 89).

2.1.7.Yayihm Yollar:

Transperitoneal Yayilhim

Peritoneal kaviteye dokiilen hiicrelerle yayilir. En erken ve en sik goriilen
yayilim geklidir. Hiicreler peritoneal sivilarin dolasim yolunu izlemeye egilimlidirler.
Stvi; solunum giicleriyle pelvisten ozellikle sagdan parakolik kanallar boyunca
yukar1 ince barsak mezenterine oradan da sag hemidiafragmaya gider. Bu yiizden
metastazlar siklikla parakolik alanlarda, sag hemidiafragmada, karaciger kapsiiliinde,

barsak ve mezenterin peritoneal yiizeyinde ve omentumda goriiliir (90, 91).
Lenfatik Yayilhim

Overlerin major lenfatik drenaji sefalik yonde aortik nodlara infundibulopelvik
ligamentler araciligiyla olur. Ozellikle ileri evre hastalikta pelvik ve paraaortik lenf
nodlarma yayilim olur. Diafragma ve retroperitoneal lenf nodlarina yayilim, diafragma

iistli 6zellikle de supraklavikular lenf nodlarina yayilima onciiliik eder (92, 93).
Hematojen Yayihm

Tan1 aninda akciger, karaciger gibi vital organ parankimlerine hematojen yayilim
hastalarin yalnizca % 2-3’ {inde goriiliir. Hematojen yolla akciger ve karacigere metastaz

olur (90, 91).
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2.1.8. Evreleme

Hastaligin evresi herhangi bir tedavi Oncesi yani ilk tani esnasindaki tiimor
yayilimi ile belirlenir. Over kanseri International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO) tarafindan gelistirilen evreleme sistemi ile cerrahi olarak
evrelendirilir (Tablo 2.4). Klinik olarak overe smirli bir timor belirlense bile,
olgularin ¢ogunda metastaz saptanacaktir. Bu nedenle, tedaviye yon gostermek icin
dogru cerrahi evreleme ¢ok 6nemlidir. Hastalarin yaklasik iigte biri cerrahi evre I ya

da evre II’dir.
2.2. Tedavi

Over kanserlerinin primer tedavisi cerrahidir. Cerrahinin amaci, taniy1
dogrulamak, erken evrelerde dogru bir cerrahi evreleme yapmak, ileri evrelerde ise
maksimum diizeyde timdr ¢ikartmaktir. Epitelyal over kanserlerinde asil olarak
birincil tedavi cerrahidir. Cerrahi sonrast olgularin ¢ogunda kemoterapi uygulanir.
Terminal donem ve performans durumu iyi olmayan hastalarda destekleyici tedavi de
uygulanir. Epitelyal over kanserlerinde yapilan ilk cerrahi girisim ¢ok Onemlidir.
Eger operasyonda tiimoral rezeksiyon optimal boyutlarda uygulanmazsa; daha sonra
tekrarlayan veya persiste eden tiimdrleri temizlemek amaciyla yapilan sekonder
operasyonlar hastanin yagsam siiresine ve kalitesine bir katkida bulunmamaktadir.
Radyoterapi ile ilgili kiigiik capli bazi ¢alismalar olsa da glinlimiizde rutin degildir.
Baz1 merkezlerde intraperitoneal kemoterapi de uygulanmaktadir. Ayrica son yillarda

biyolojik ve targeted gibi tedaviler denenmektedir (5, 8, 94, 95).



Tablo 2.4. Over ca’ da evreleme
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Evre 1: Overde siirli timor
Evre 1a) Tek overde sinirl tiimdr; dis ylizeyde tiimor yada malign hiicre igeren asit
yada yikama sivist yok, kapsiil intakt
Evre 1b) Her iki overde siirli tiimdr; dis yiizeyde tiimor yada malign hiicre igeren
asit yada yikama s1vis1 yok, kapsiil intakt
Evre Ic) Tek veya her iki overde sinirli tiimdr; ancak malign hiicre iceren asit yada
Yikama sivist yada dig yiizeyde tiimdr mevcut veya kapsiil yirtilmig
Evre 2: Pelvik yayilim gosteren tek veya her iki overle sinirlt timor
Evre 2a) Uterus ve/veya tiliplere yayilim gdsteren timor
Evre 2b) Diger pelvik dokularda yayilim gosteren timor
Evre 2c) Timor 2a veya 2b ; ancak malign hiicre igeren asit veya yikama sivist veya
dis yiizeyde tiimdr mevcut; veya kapsiil yirtilmig
Evre 3: Pelvis disinda peritoneal implantlar ve/veya retroperitoneal ve/veya inguinal
lenf nodu tutulumu mevcut (karaciger lizerinde metastatik implantlar evre 3
olarak kabul edilir.)
Evre 3a) Abdominal peritoneal ylizeylerde histolojik olarak kanitlanmis mikroskobik
yayilim, lenf nodu tutulumu yok
Evre 3b) Abdominal peritoneal ylizeylerde 2 cm’i agmayan makroskobik implantlar
mevcut, lenf nodu tutulumu yok
Evre 3c) Abdominal peritoneal yiizeylerde 2 cm iizerinde implantlar mevcut
ve/veya retroperitoneal veya inguinal lenf nodlar1 tutulmus
Evre 4: Uzak metastaz (malign hiicre igeren plevral efiizyon veya

parankimal karaciger metastazi)
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2.3. Cerrahi Tedavi

Erken Evre Hastalikta Cerrahi Tedavi

Erken evre olarak diislinlilen over kanserlerinde cerrahi evreleme ile
hastaligin overlere veya pelvise sinirli olup olmadig1 belirlenmektedir. Prognoz ve
daha sonraki tedavi yaklasimlar1 primer cerrahi evrelemeden elde edilecek olan
bilgilere baglidir. Cerrahi evreleme midline insizyon ile yapilmali ve iist abdomen
mutlaka timorin  yayilimi acisindan  inspeksiyon ve palpasyon ile
degerlendirilmelidir. Erken evre over kanserlerinde belirgin oranda mikroskobik
okiilt metastazlar vardir. Bu nedenle tiimor tek overe sinirli bile olsa mutlaka cerrahi
evreleme yapilmali ve olast okiilt metastazlar saptanmalidir. Erken evrelerde
saptanan okiilt metastazlar hem hastalarin prognostik degerlendirmesinde hem de
adjuvan tedavi gerekliligine karar vermede onemlidir. Evre 1 hastalarin % 10-36
kadarinda pozitif sitoloji saptanir. Tiim evreler degerlendirlidiginde hastalarin %
64’linde pozitif sitoloji bulunur. Kiigiikk metastazlarin kagirilmamasi igin dikkatli
inspeksiyon ve palpasyon yapilmalidir. Evre 1 sanilan hastalarda % 5 oraninda
omentum metastazt olabildigi i¢in tiim hastalara infrakolik omentektomi
yapilmalidir. Erken evre hastalikta yapilan; evreleme cerrahisidir. Hastalarin yaklasik
% 25-30’u erken donemde ( Evre I-II ) yakalanir (96). Erken evrelerde adjuvan
tedavi ihtiyaci, tiimoriin diisiik veya yliksek riskli olmasina gore belirlenir. Diigiik
riskli, erken evre tiimorlerde hastaliksiz sag kalim % 95’lere kadar ¢ikmaktadir.
Erken evre over kanserlerinde cerrahi evreleme ve adjuvan tedavinin
degerlendirildigi iki 6nemli ¢alisma vardir; ICON ve ACTION. Her iki ¢aligmanin
beraber degerlendirilmesinde 6zellikle Evre Ia Grade I-II hastalikta tam anlamiyla
yapilmig cerrahi evreleme ile adjuvan tedavinin ek bir faydas1 goriillememistir (5, 96-
99). Buna karsin erken evre yiiksek riskli grupta rekiirrens oranlart % 40’1n {stiine
cikmaktadir. Bu hastalarda adjuvan tedavinin sagkalimi arttirdig1 kanitlanmistir.

Evre la grade 1-2 hastalarda fertilite koruyucu cerrahi yapilabilir. Bu durumda
uterus ve kontralateral over korunur.

fleri Evre Hastalikta Cerrahi Tedavi

Sitorediiktif Cerrahi

fleri evre over kanserlerinde amag miimkiin oldugunca fazla timér dokusunu

cikartmaktir (sitorediiksiyon, debulking). Tiimoral dokunun ¢ikarilmasi ile fizyolojik
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faydalar elde edilir. Gastrointestinal sistem {izerindeki bask1 kalktig1 i¢in daha iyi bir
beslenme saglanabilir. Asit azalir. Tiimor perfiizyonu ve biiylime fraksiyonu artar.
Bunun sonucunda adjuvan tedavilere yanit orani yiikselir. Hastanin immiinolojik
cevabi artar. Genel olarak over kanserinin yayilimi peritoneal kavite ile sinirlidir ve
yayildig1 organlarda derinlere invaze olmaz, cerrahi olarak rezeksiyona imkan tanir.
Yayilimin genelde yiizeyel olmasi bir¢ok vakada major rezeksiyon gerektirmeden
sitorediiksiyona imkan tanimaktadir. Cerrahi sonrasi kalan rezidiiel tiimér hacmi 1
cm’den kiiciik olan hastalarin yasam stireleri daha biiyiik rezidii kalan hastalara gore
cok daha iyidir. Optimal olarak sitorediiksiyon yapilmis olan hastalarda median
survival 36.7 ay iken, optimal sitorediiksiyon yapilamayanlarda median survival 16.6
ay olarak bulunmustur . Optimal sitorediiksiyon durumunda hastaligin boyutu 1
cm’nin altindadir.  Suboptimal sitorediiksiyonda ise rezidiiel hastalik 1 cm’nin
tizerindedir (8, 89, 100-102).

fleri evre over kanserlerinde cerrahin amaci tiimdriin tamamimi ¢ikartmaktir.
Eger bu miimkiin degilse; kalan rezidii timor ¢apint 1 cm altina indirmektir (89).
Eger rezidii timdr ¢ap1 1 cm altina indirilemiyorsa; barsak rezeksiyonu, splenektomi,
karaciger rezeksiyonu gibi agresif cerrahi islemler yapilmamalidir. Sitorediiktif
cerrahinin incelendigi 925 hasta igceren 7 ¢alismanin derlemesinde bu hastalarin %
42’sinde optimal sitorediiksiyonun yapilabildigi gosterilmistir (4, 8, 103-108). Bir
caligmada ise bu oran % 87 olarak rapor edilmektedir (8). Hastalik pelvise sinirl ise
genellikle optimal olarak rezeke edilebilmektedir. Optimal rezeksiyon i¢in hastalarin
hemen tamami total abdominal histerektomi + bilateral salpingooforektomi +
omentektomi + peritonal yiizeylerden veya barsaktan metastatik lezyonlarin
rezeksiyonunu gerektirmektedir. Over kanserinin pelvise sinirli oldugu fakat ¢evre
organlart dens bir sekilde invaze ettigi bazi olgularda radikal pelvik cerrahi
gerekebilmektedir. Bu durumda retroperitoneal yaklasim ve pelvik peritonun
rezeksiyonu, kardinal ve uterosakral ligamentlerin, sigmoid kolon ve rektum ile alt
iiriner traktin bir kismmin rezeksiyonu gerekebilmektedir (106). Ileri evre over
kanserlerinde sitorediiksiyon amaciyla histerektomi ve ooforektomiye ilaveten en
cok uygulanan ek cerrahi girisim sigmoid kolon ve/veya rektumun bir kisminin
rezeksiyonudur (8, 106).

Evreleme cerrahisi, hastanin tedavisinin planlanmasinda ve prognozun
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belirlenmesinde ¢ok Onemlidir. Buna ragmen, evreleme cerrahisinin optimum
yapilamamas1 hastalifin gercek evresini ortaya koymadigi gibi, bir¢cok hastaya
yeterli tedavi olanagi da saglamamaktadir. Over kanserinde lenfadenektomi;
evreleme ve tedavi amach yapilmaktadir. FIGO Ia-Ib/grade 3 ile Ic hastalarda ve
FIGO II-IV hastalarda yapilan cerrahiye pelvik paraaortik lenfadenektomi de
eklenmesi Onerilmektedir. Lenfatik diseksiyonun sinirlari; prekaval, parakaval,
interkaval, yiizeyel ve derin aortik, preaortik, paraaortik, retrokaval ve retroaortik
lenf nodu gruplarini igermeli ve renal damarlar seviyesine kadar ¢ikmalidir. Yapilan
baz1 ¢alismalarda tedavi baslangicinda evrenin tam olarak bilinmesinin, prognozun
daha net bir gekilde belirlenmesine olanak taniyacagindan, eger bir kontrendikasyon
yok ise, tiim over kanserli hastalarda rutin lenf nodu diseksiyonu uygulanmasi
gerektigi belirtilmistir. Yine buna ek olarak lenfadenektomi yapildiginda hastaliksiz
sag kalimda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmustir (7, 109-113). Ancak son
yillarda yapilan baska caligmalarda ise evre 3 ve 4 over kanserlerinde
lenfadenektominin yasam siiresine bir katkist olmadig ileri siiriilmiistiir (114).

Siklikla primer tiimoriin ve genis omental kekin ¢ikarilmasiyla asit tamamen
kaybolur. Omental kekin c¢ikarilmasi bulantiyr ve dolgunlugu ortadan kaldirir.
Intestinal metastazlarn alinmasi, yeterli intestinal fonksiyonun saglanmasmi ve
hastanin nutrisyonel durumunun diizelmesini saglar. BoOylece hastanin sonraki
kemoterapiyi tolere etmesi kolaylasir (8).

Sekonder Sitorediiktif Cerrahi

Sekonder sitorediiksiyon, primer cerrahisi optimal veya suboptimal yapilmis
ve kemoterapisini almis hastalarda uygulanacak olan ek tedavinin basari sansini
arttirmak ve/veya hastanin semptomlarin1 gidermek i¢in uygulanan cerrahi girigsime
verilen genel bir isimdir (6). Randomize prospektif ¢alismalarin olmamasi nedeniyle
yasam siliresi uzamasmin hastaligin  biyolojik ozelliklerinden mi yoksa
sitorediiksiyondan mi1 kaynaklandig1 heniiz net olarak bilinmemektedir. Second-look
laparatomi esnasinda optimal sitorediiksiyon yapilan ve yapilmayan hastalar arasinda
yasam siirelerinin farkli olmadigini rapor eden yazarlar da vardir. Sekonder
sitorediiksiyon, baglica primer kemoterapi uygulandiktan sonra uzun bir siire
hastaliksiz yasadiktan sonra izole rekiirrens gosteren hastalarda faydali olabilir. Bu

tanima uyan hastalarda uygulanan agresif sitorediiktif cerrahi girisimlerin median
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yasam siiresini uzatabilecegi diisiiniilebilir (115). Sekonder sitorediiktif cerrahinin
basarisi hastaliksiz donemin 12 aydan uzun olmasi ve sitorediiksiyondan sonra kalan
rezidiiel hastaligin miktari ile yakindan iliskilidir (116-119).

Interval Sitorediiktif Cerrahi

Birkag¢ siklus kemoterapi sonrast uygulanan primer sitorediiktif cerrahiyi
tanimlar. Beraberinde morbiditeyi artiran hastaligi olanlar, masif effiizyona bagh
genel durumu iyi olmayan ve cerrahi i¢in kotii hastalar, ileri evre epitelyal over
kanserlerinde suboptimal rezeksizyon yapilabilecegi diisiiniilen hastalar igin

alternatif tedavi secenegidir (120).
2.4. Kemoterapi

Kemoterapi sitotoksik veya sitosidal aktiviteye sahip ilaglarla yapilan
tedavinin genel adidir. Jinekolojik kanserlerin igerisinde kemoterapiye en iyi cevap
veren kanser over kanseridir. Ilk kemoterapi uygulamalari 1940°l1 yillarda
baglamigtir. Kemoterapi ilk zamanlar yalnizca yaygin veya metastatik hastalikta
kullanilirken, bugiin erken evre kanserlerde de tedavi yaklasiminin 6nemli bir pargasi
haline gelmistir. Kemoterapatik ajanlarin jinekolojide kullanimi 1970’li yillarda
baslamistir. Kemoterapi ile kiir temin edebilmek en miikemmel sonug¢ olmakla
birlikte, tek basina kemoterapi ile kiir temini yeni tani almis tiim kanserlerin %
20’sinde saglanabilmektedir. Kemoterapi over kanserlerinde kiiratif ve palyatif
amacl olarak kullanilmaktadir. Birgok sitotoksik ajanin etkinligi vardir. Bunlar
arasinda platin bilesikleri (sisplatin, karboplatin), klasik alkilleyici ajanlar
(ifosfomad, siklofosfamid, melfelan, tiotepa, klorambusil), taksanlar (dosetaksel,
paklitaksel), antrasiklinler (doksorubisin, epirubisin, mitoksantron),
hekzametilmelamin, 5-fluorourasil, etoposid, metotraksat, mitomisin-C yer alir.

Antineoplastik ilaglarin terapotik etkinligini kisitlayan nemli bir faktor ilag
direncidir. Bazi1 tiimorler kemoterapiye hi¢ yanit vermezler. Bu durum birincil direng
olarak adlandirilir. Diger bir tanim da kemoterapi alirken dreng gelismesidir ki; buna
ikincil dreng adi verilir. Yapilan c¢alismalarda epitelyal over kanserlerinde 6zelikle
paklitaksele karst meydana gelen direngten PI3k/AKT yolaginda meydana gelen
degisimlerin sebep oldugu rapor edilmistir (121). Epitelyal over kanserleri

kemosensitif tiimorlerdir. Ilag direncinin gelisimini engellemek, timér hiicrelerinin
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daha genis kitlesine etkili olabilmek, kullanilan ilaglarin tek bagina yiiksek doz
kullanilmalariyla ortaya g¢ikabilecek yan etki spektrumunu hafifletmek amaciyla o
timorde etkili fakat etki mekanizmast ve yan etki profili farkli ilaglar
kombinasyonlar halinde kullanilirlar. Calismamizin da ana temelini olusturan yeni

kombinasyon alternatifleri iizerine birgok calisma yapilmaktadir.
2.4.1. Adjuvan Kemoterapi

Lokal hastaligin klinik olarak saptanabilir rezidiiel tiimor birakilmayacak
sekilde cerrahi tedavisinden hemen sonra uygulanan sistemik kemoterapidir.
Tedavinin amaci1 lokal kontrolu artirmak, subklinik rezidiiel hastaligi ve olasi uzak
metastazlar1 kontrol etmek, palyatif tedaviyi kiiratif hale getirmektir. Jinekolojik
timorlerden over kanserinde 1970’li yillardan itibaren adjuvan kemoterapi
uygulanmaktadir. Erken evre epitelyal over kanseri olup yiiksek risk grubunda yer
alan hastalara ve ileri evre epitelyal over kanserlerinde debulking cerrahiyi takiben

adjuvan kemoterapi dnerilmektedir (122, 123).
2.4.2. Neoadjuvan Kemoterapi

Lokal tedavi oOncesi uygulanan sistemik tedavi anlamina gelmektedir.
Indiiksiyon tedavisi olarak da adlandirilmaktadir. ilk uygulamalar 1980°1i yillarda
baglamistir. Avantajlari, primer lokalizasyondaki timdr yiikiini azaltmak, lokal
kontrol sansini artirmaktir. Hastaligin tedaviye yanitini izleme imkani vardir. Bu,
lokal tedavi sonrasi adjuvan tedavi se¢ciminde yardimci olacaktir. Mikrometastazlar
elimine edilebilir. Dezavantajlari, maliyet ve tedavinin akut toksisitesidir. Etkisiz
kalirsa lokal tedavinin gecikmesine ve metastazlara neden olabilir. Postoperatif yara
iyilesmesini  geciktirebilir. Neoadjuvan kemoterapi Oncesinde goriintiileme
yontemleriyle ileri evre hastalik belirlenmeli, sitolojik veya histolojik tani
konmalidir. Neoadjuvan kemoterapi amacli olarak platin tabanli kombine tedavi
onerilmektedir, fakat tolere edemeyecek hastalarda tek ajan platin tedavisi de

uygulanabilir (122, 123).
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2.4.3. Kemoterapotik Ajanlarin Simflandirilmasi

Antineoplastik kemoterapinin ana ilkesi hastanin veya konagin saglikl
hiicrelerine zarar vermeksizin tiimdriin biiyiimesini ve ¢ogalmasini durdurmak veya
miimkiinse onlar1 yok etmektir. Ancak saglikli doku ve tiimdr dokusu arasindaki
benzerlik antineoplastik ilaglarin segiciligini olumsuz etkilemektedir. Antineoplastik
ilaglar kimyasal yapilarina, hiicre siklusuna etkilerine, orjinleri ve etki
mekanizmalarina gore siniflandirilmaktadir.

Hiicre siklusuna etkiye gore siniflama

Hiicre siklusuna etkisine gore antikanser ilaglar iki gruba ayrilmaktadirlar:

1) Siklus spesifik ajanlar

a)Siklus spesifik-faz nonspesifik ajanlar: Hicre siklusundaki her fazdaki
hiicreye etkilidirler.

b)Siklus spesifik-faz spesifik ajanlar: Hiicre siklusundaki belirli fazdaki
hiicrelere etkilidirler.

2) Siklus nonspesifik ajanlar

Boliinmeyen hiicrelere etkilidirler. Steroid hormonlar ve bleomisin harici

antitiimor antibiotikler bu gruba girerler.

Orjinler ve Etki Mekanizmalarina Gore Siniflama

1) Alkilleyici ajanlar

2) Antitimor antibiotikler

3) Antimetabolitler

4) Mitotik ag inhibitorleri

5) Siniflandirilamayan ajanlar

Bu gruplarin disinda hormonal ajanlar, biyolojik cevabi modifiye eden
ajanlar, monoklonal antikorlar, gen tedavileri, tiimor olusumu ve gelisiminin farkli
asamalarina, mekanizmalarina yonelik yeni tedavi alternatifleride kanser tedavisinde
son yillarda kullanilmaktadir.

Alkilleyici ajanlar

En siklikla DNA ve RNA niikleik asitleri ve proteinlerin aminokarboksil,

stilfihidril, fosfat gruplari yerine alkil gruplarimi transfer ederek hiicre
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fonksiyonlarin1 bozarlar. DNA ve RNA'nin yedi pozisyonundaki guanin en sik
alkillenen bolgedir. Anti kanser agisindan en 6nemli etkileri DNA biitiinliigiinii ve
fonksiyonlarint bozmalaridir. Bu grupta yer alan ilaglar kemik iligi hiicreleri ve
germ hiicreleri gibi hizla cogalan hiicrelere toksiktirler. Ortak yan etkileri
myelosiipresyon, sterilite, sekonder I6komogen etkidir. Bu grupta; nitrogen mustard,
siklofosfamid, ifosfamid, etilen iminler, siilfonik asit esterleri, nitroziirealar, platin
bilesikleri, halojenli heksitoller yer almaktadir.

Platin Bilesikleri: Yapis1 bakimindan diger antineoplastiklere benzemeyen
platin tiirevi ilaglardir. Tedaviye ilk giren sisplatindir. DNA ¢ift ipliginde, iplikler
arast ve iplik i¢i c¢apraz baglanma yapar. Bu nedenle etki mekanizmasi
bifonksiyonel alkilleyici ajanlara benzer. Doneme 6zgii degildir. Sadece intravendz
uygulanirlar. Gastrointestinal sistemden absorbe edilmezler. Dokulara, plazma
proteinlerine %90 oraninda ve kismen geri doniisiimsiiz baglanirlar. Genis
spektrumludurlar. Myelosupresyon 6zelligi orta diizeyde oldugundan kombinasyon
rejimleri igin elverislidirler. En ciddi yan etkileri doza bagimli olarak bobrek
yetmezligi tablosu olusturabilmeleridir. Karboplatin ve Sisplatin bu grubun
jinekolojik malignitelerinde kullanilan ayni antitimor spektruma ve etkiye sahip
iiyeleridirler.

Karboplatin; sisplatine nazaran daha az nefrotoksik, ndrotoksik ve
emetojenik bir ajan olan ikinci kusak platin tiirevidir. Sisplatinin aksine, doz
kisitlayict etkisi myelosupresif olarak ozellikle trombositopeni yapmasidir.
Trombositopeni ortaya c¢ikarsa diizelmesi 5-6. haftalara kadar devam edebilir.
Trombositopeninin siddet ve siiresine doz modifikasyonlar1 yapilmalidir. Jinekolojik
timorlerde sisplatin yerine yaygin olarak kullanilmaktadir. Yan etkiler kismen
farklidir. Nefrotoksisite, ototoksisite, norotoksisite ve bulanti kusma sisplatine gore
daha azdir.

Antitiimor Antibiyotikler

Ozellikle yavas biiyiiyen, bilyiime fraksiyonu diisiik tiimorlerde etkilidirler.
DNA ile interkalasyon yaparlar, serbest radikaller olusur, topoizomeraz 1 ve 2’yi
inhibe ederler. Bunlarin sonucunda DNA replikasyonunu ve mRNA yapimin
engellerler. DNA kiriklarina neden olurlar. Bleomisin DNA tamir enzimleri olan

ligazlar1 inhibe eder. Bu grupta; doksorubisin, daktinomisin, bleomisin, mitomisin C
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yer alir.

Antimetabolitler

Piirin ve primidin sentezinde rol oynayan enzimleri bloke ederek etki
gosterirler. Sonucunda da DNA sentezi bloke olmus olur. Bu grupta metotreksat,

5-florourasil yer alir.

Bitki Alkaloidleri:

Dogal tiriinlerdir. Esas olarak metafazda etkili olan ajanlardir. Bu grupta
vinka alkaloidleri ve epipodofilotoksinler yer almaktadir. Vinka alkaloidleri
mitozda kromozomlarin migrasyonunu saglayan tiibiilin proteinine baglanir ve
tahrip ederler. Bu grupta vinkristin, vinblastin, etoposid, paklitaksel yer alir.

Paklitaksel, Pasifik porsuk agacinin (Taxus brevifolia) kabugundan elde
edilen dogal bir bilesiktir. Paklitaksel meme, over ve akciger, bas-boyun ve 6zefagus
kanserleri gibi epitelyal orjinli kanserlerin tedavisinde siklikla kullanilan taksan
grubu bir kemoterapatik ajandir. Son zamanlarda lenfoma ve germ hiicreli tiimdrler
gibi gen¢ yasta ortaya cikan kanserlerin tedavisinde de basarili bir sekilde
kullanilmaya baslanmistir. Antitiimor etkilerini, mikrotubiillere yiiksek bir afiniteyle
baglanip onlar1 stabilize ederek birbirlerine baglanmalarini ve depolarize olmalarini
engelleyerek gosteririler. BOylece amag¢ hiicre boliinmesini G2/M sathasinda
durdurarak hiicre proliferasyonunu engellemek ve migrasyonunu Onleyerek
apoptozisi baglatmaktir.

Paklitaksel diisiik dozlarda apoptozu baslatirken, yliksek dozlarda hiicre
biliylimesini engellemektedir. Doza bagli olarak 06zellikle matiir oositleri hasara
ugratmaktadir. Matiir oositlerde mayotik maturasyonda gecikme ve ig defektlerine
neden olup anoploid oositlerin gelisimine neden olmaktadir. In vitro ¢aligmalarda
diisiik konsantrasyonlarda bile anjiogenezisi inhibe ettigi gdsterilmistir. Platinyum
iceren ajanlarla kombine edilerek ileri evre over kanserinin tedavisinde altin standart
olarak kabul edilen birinci basamak kemoterapide kullanilmaktadir.

Bir memebran reseptorii olan TLR-4 (Toll benzeri reseptor) epitelyal over
kanserinde oldukga yiiksek oranda bulunmaktadir. Paklitakselin TLR-4 reseptorii ile
ligand olusturdugu, bunun da hiicre hatlarinda bulunan insan myeloid degisim

faktorii 88 (MyD88) tizerinden sinyalizasyonla kanser hiicrelerinin ilaca yanitinda
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rol aldig1 One siirtilmektedir. Yine yapilan bir ¢alismada ATP bagiml ilag eksport
pompasinda gorevli ve protein sentezi i¢in gerekli genler olan MDRL ile CYP2C8’in
over ekspresyonu paklitaksele karsi diisikk yanittan ve kemorezistanstan sorumlu
oldugu belirtilmigtir. Ek olarak GSTMI-T1 genindeki polimorfizm de
kemorezistanstan sorumlu olarak bulunmustur (124).

Paklitakselin doz kisitlayict yan etkileri myelosiipresyon, aritmiler,
ndrotoksisite ve hipersensitivite reaksiyonudur. Hipersensitivitenin dnlenmesi igin
kortikosteroidler, difenhidramin ve H2 reseptor antagonistleri ile premedikasyon
yapilmaktadir. Periferik noropati goriilebilir. Bulanti, kusma, ishal diger yan

etkileridir.

2.4.4. Epitelyal Over Kanserlerinde Kemoterapi

Standart tedavi platin tabanlidir. Platin igermeyen tedavilere yanit % 40 iken,
platin iceren tedavilere yanit % 60-80 civarindadir. Kombine kemoterapi
rejimlerinde platin bulunmasi cevap oranlarini, hastaliksiz yasam siirelerini
arttirmaktadir. Paklitaksel-platin ile siklofosfamid-platin karsilagtirildiginda taksol
grubunda klinik yanit % 59 iken, siklofosfamid grubunda % 48, tam remisyon taksol
grubunda % 41, siklofosfamid grubunda % 27 olarak goriilmiistiir. Kombine
kemoterapide platin ile birlikte taksanlarin (paklitaksel, dosetaksel) kullanimi
hastalarda sag kalimi1 belirgin olarak uzattigindan ilk basamak tedavi olarak taksan +
platin kullanilmaktadir. Paklitaksel ile dosetaksel arasinda yanit oranlar1 arasinda
fark bulunamamistir. Ayrica diger tedavilere yanit alinamayan hastalarda platin
tabanli tedaviye % 30-40 oraninda yanit alinabilir. Siklikla karboplatin; daha az
nefrotoksik,nérotoksik ve emeojenik oldugundan sisplatinden daha iyi tolere edilir.
Platin esasli kemoterapi epitelyal over kanseri olan hastalarda sagkalimi iyilestirir.
Yiiksek (% 70-80) oranda primer yanita ragmen hastalarin % 75’inde klinik niiks
goriiliir. Platin tabanli birincil tedaviye alinan cevap dogrultusunda belirlenen
“platine hassasiyet” ile verilmesi planlanan platin igeren ikincil tedaviye alinacak
yanit tahmin edilebilir. Genel olarak, tedavi esnasinda progresyon gosteren, stabil
hastalig1 olan veya ilk 6 ay icinde yineleme goOsteren hastalar “platine rezistan”
olarak siniflandirilirlar (125). 12 aydan uzun bir siirede yineleme goOstermeyen

hastalar ise “platine sensitif” olarak smiflandirilirlar. 6-12 ay arasinda yineleme
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goriilen olgular ise ara grupta olan hastalar olup, yar1 duyarli olgulardir. Ikincil
tedaviye verilen cevap oranlari duyarli ve direngli grup arasinda biiyiik farklilik
gostermektedir. Blackledge ve ark. (126) bes degisik gecistirme tedavisi ile 92 hasta
iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda platin tedavisi ile elde edilen cevabin tedaviler
sonucundaki basariy1 giiclii bir sekilde etkiledigini bulmuslardir. Tedaviden gecen 6
aydan daha kisa siirede yineleme goriilen hastalarda % 10°dan az cevap oram
goriiliirken bu silirenin 21 ay tizerine ¢iktig1 hastalarda artarak % 90’a ulagsmaktadir

(126).
2.5. Prognoz

Epitelyal over kanserlerinde tiim gelismelere ragmen yasam oranlari istenilen
diizeylere ulasamamistir. Kemoterapiye diren¢ over kanseri hastalarinda en biiyiik
sorunlardan biridir. Tedaviye yanitin ongoriilmesi kemoterapinin
bireysellestirilmesine, yanit oranlarinin yiikseltilmesi ve gereksiz kemoterapilerden
kagimilmasina imkan taniyacaktir. Giiniimiizde kemoterapi yanitini dngoérecek bir
biyolojik belirleyici mevcut degildir.

Prognozu etkileyen temel faktorler; tan1 anindaki evre, histolojik tip ve
grade, cerrahi sonrasi rezidii tiimor biiyiikligii olarak sayilabilir.

Evre; FIGO evre, 5 yillik sagkalimla ters orantilidir. Tiim evreler gz oniine

alindiginda 5 yillik sag kalim % 37 civarindadir.

Tablo 2.5 Evreye gore sagkalim oranlari

Evre 5 Yillik sag kalim
Evre I % 72-93

Evre II % 42-70

Evre 111 % 17-37

Evre IV % 6-25

Yas: Hasta yas1 ve performans durumu over kanserinde sonug ile yakin iligki
gostermektedir. 45 yas altindaki hastalarda 5 yillik sag kalim daha uzun, aym

zamanda hastalarin performans statuslar1 daha iyidir ve de 45 yas altinda hastalarda
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siklikla iyi diferansiye tiimorler goriiliir. 45 yas altinda evre I % 54 oraninda
goriiliirken, 55 yas {lizerinde % 24 oraninda goriiliir. Performans durumunu
kategorize eden Karnofski skalasina goére skoru % 70’in lizerinde olan hastalar,
tedaviye daha iyi yanit vermekte ve daha az toksisite ile karsilagsmaktadirlar. Yagla
birlikte hastaligin goriilme siklig1 artar. 20 yasin altinda nadirdir. Mortalite oranlari
yagla birlikte degisir ve yas bircok ¢alismada bagimsiz prognostik deger olarak
gosterilmistir. Geng hastalar ilk taniy1 daha erken evrede almakta ve tedaviye daha
iyl yanit vermektedirler.

Grade: Evreden bagimsiz olarak kanser hiicresinin farklilagsma derecesi,
prognozu etkilemektedir. Over tiimdrleri histopatolojik degerlendirmede, farklilagsma
derecesine gore, iyi diferansiyasyon (grade 1), orta diferansiyasyon (grade 2) ve kotii
diferansiyasyon (grade 3) olmak fiizere tli¢ farkli grade’e ayrilirlar. Grade 3
timorlerde prognoz daha kétiidiir. Ozellikle evre I hastalarda tiimoriin grade’i
onemlidir. Grade 1 timoérlerde 5 yillik stirvey % 75-81 iken, grade 2’de % 53-60 ve
grade 3°de % 42-48 olarak belirlenmistir (5, 95, 127).

Rezidiiel tiimor: Sitorediiksiyon sonrasi rezidiiel hastaligin hacmi ileri evre
over kanserlerinde 6nemli bir prognostik faktordiir. Rezidii timo6r 1cm’nin altinda ise
ortalama sag kalim 37 ay, 1-2 cm arasinda ise 31 ay ve eger rezidi timdr 2 cm
iizerinde ise ortalama sag kalimin 21 aya diistiigiinii gosteren calismalar mevcuttur
(128-131).

Histolojik tip: Her tiimor tipinin biyolojik davranigi, metastaz ve prognozu
digerinden farklidir. Over tiimorlerinin % 90’dan fazlasi over yiizey epitelinden
ortaya ¢ikar. Ser0z tiimor histolojisi bulunanlarda mortalite 1,7 kat daha fazladir.
Miisindz ve endometriyal tipte over timorleri ilk tani aldiklarinda genellikle overle
simirhidirlar, bu ylizden prognozlar1 daha iyidir. Berrak hiicreli over tiimorleri ise
genellikle Evre I’de yakalanmasina ragmen agresif bir davranisa sahiptir ve adjuvan
KT verilmesini gerektirir (132).

DNA icerigi: Yapilan calismalar bazi over kanserlerinin aneuploid oldugunu
gostermislerdir (133, 134). Diisiik evreli over kanserlerinin diploid, yiiksek evreli
hastalarin aneuploid oldugu, diploid tiimoérlii hastalarda ortalama yasam siiresinin 5
yil, aneuploid tiimorliilerde ise 1 yil oldugu saptanmistir (135).

Asit voliimii: Batinda ne kadar fazla asit var ise, prognoz o kadar
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kotiilesmektedir. Ayrica asitin birikme hizi da prognozu etkilemekte, kisa siirede
biriken asit varliginda prognoz daha kotii seyretmektedir (132).

Onkogenler: Giinlimiizde 60 civarinda onkogen tanimlanmistir. Bunlarin
icinde bazilarinin ve Ozellikle C-erb-b2’nin fazla eksprese oldugu olgularin
prognozunun daha kotii oldugu bilinmektedir.

Prognoz: Pelvik peritona olan yogun yapisiklik ve preoperatif olarak riiptiire
olan tiimorlerde prognoz daha kétiidiir. Dembo ve ark. (131), evre I hastalardaki
prognostik faktorleri arastirdiklari c¢alismalarinda tiimoriin  gradenin ve pelvik
peritona olan yogun yapisikliklarinin prognozu kotii etkiledigini, bunun yani sira
operasyon aninda tiimoriin riiptiirii veya timor hiicrelerinin dokiilmesinin prognozu
etkilemedigini bildirmektedir (131, 132). Sjovall ve ark. (136) da preoperatif olarak
riiptiire oldugu saptanan tiimoérlerin prognozunun, intraoperatif riiptiir ve yayilimi

olan tiimorlere oranla daha kotii oldugunu bildirmislerdir.
2.6. Over Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Normal over hiicrelerinde promotor metilasyonunda yasa bagli degisiklikler
saptanmigtir. Erken evre over ca’ larin % 40’inda timor supressér gen olan
RASSF1A (Ras baglantili domaine sahip protein ailesi 1A) geninin promotor
bolgesinde metilasyonda artis gézlenmistir. Dolayisiyla ovarian timor gelisiminde
epigenetik degisiklikler ilk basamak olabilir. Ayrica BRCA1 geninin promotor
bolgesinin metilasyonunun yasam siiresinin azalmastyla iliskili oldugu gosterilmistir.

Over kanserinde tiimdr supresér gen olan p53 geninde mutasyonlar
saptanmistir.(137, 138) Genomik kararsizlik belirtisi olan kromozomal degisiklikler
gdzlenmistir. Ornegin 3q, 10926, 19q12 ve 20q12 kollarinda kopya say1s1 artist, 5q11
ve 16q kollarinda kopya sayisinda azalma saptanmistir. Bu kromozom bdlgelerinin
tlimoriin ilerlemesinde rol alan genleri tasidigina dair 6n bulgular mevcuttur. Oksidaz
enzimi kodlayan VWOX geni homozigot olarak delesyona ugramistir. Ayrica in vitro
caligmalarda VWOX geninin artan expresyonunun over tiimdr hiicrelerinin
cogalmasini azalttig1 gosterilmistir.

Over kanseri olusum mekanizmalarindan siirekli ovulasyon teorisinde;
ovulasyon over ylizey epitelinde siirekli travmalara yol agar. Devamli ovulasyon ile

over epitelinde inkliizyon cisimleri olusur ve yiizey epiteli proliferasyona ugrayarak



27

kriptler ve papillalar olusturur. Mitotik aktivitede artis gozlenir (45). Bu teorinin
ortaya atilmasindaki asil dayanak ovulasyonun iltihabi mediatorler olan TNFa, IL-6
ve IL-1 molekiillerinin seviyesini yiikseltmesidir. Bu molekiiller hiicre ¢cogalmasinda,
oksidatif streste ve damar gegirgenliginde 6nemli rol oynamaktadirlar. IL-6 {izerinde
yapilan bir ¢aligmada IL-6/ IL-6 reseptdr aracili yolagin over kanseri tedavisinde
yeni bir hedef oldugu belirtilmistir. IL-6 ve IL-6R’linlin over kanserli hastanin
serumunda ve asit sivisinda yiiksek saptandigi, artmis diizeylerinin kemorezistanstan
ve kotii prognozdan sorumlu oldugu one siiriilmiistiir (139). Over kanserlerinin %
30-70’inde  EGFR (epidermal biiyiime faktorii)’de artis saptanmistir. Over
kanserlerinde CC ve CXC motifli kemokin reseptor ekspresyonu kanser hiicrelerinin
tutunmasini, goglinii  ve invazyonunu dogrudan etkiler. TNF-a, CXC-r4
ekspresyonunu artirarak kanser hiicrelerinin invazyonunu tesvik eder. Yine epitelyal
over kanserlerinde CD24 overekspresyonunun; tiimor metastazini, hastaligin kot
prognozunu ve kisa yasam siiresini Ongérmede yeni bir markir olarak
kullanilabilecegi, CD24’ilin benign ovarian tiimorlerde artmadigi ve P53 expresyonu
ile korele olarak yiiksek saptandigina yonelik yeni ¢aligmalar mevcuttur (140).

Over kanseri metastazinda diger bir fenomende neovaskiilarizasyondur.
Normal ovulasyon silirecinde gozlenen anjiogenezin olusumuna sebep olan
faktorlerin bircogunun tiimdr anjiogenezinde de rol aldig: tespit edilmistir. Halbuki
ovulasyonun fizyolojik anjiogenezisi sinirhdir. Invaziv 6zellik kazanan kanser
hiicrelerinde ise proanjionik molekiiller olan FGF (fibroblast biiytime faktorii), VEGF
(vaskiiler endotelyal biliylime faktorii), IL8 (interleukin 8), MMP (matriks
meatlloproteinaz), TSP-1 (trombospondin), TIMP (matriks metalloproteinaz doku
faktorii)’nin siirekli sentezi s6z konusudur (141, 142).

Primer ve metastatik over kanserlerinde ET-1 (endoletin 1) ve ETAR (ETa
reseptdr) normal over dokusuyla karsilastirildiginda agik ara artmis miktarda
bulunurlar. Ikisinin birlesmesi sonucunda tiimdr hiicre proliferasyonu artar,
apopitozdan korunma, invazyon Ozelligi ve anjiogenezisi tetikleyen prognostik
faktorlerden VEGF nin asir1 eksprese edildigi tespit edilmistir. Diger bir prognostik
faktorde COX-2 (siklooksijenaz) enzimidir. ET-1’in proanjiogenik ve invazyon
yetenekleri COX-1 ve COX-2’ yi uyararak prostaglandin E2 sentezindeki artigtan

kaynaklanmaktadir. Yine COX-2 sentezindeki artisin kolerektal karsinoma
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hiicrelerinde  VEGF {iretimini arttirdigi saptanmigtir. Ayrica COX-2’nin MMP
sentezini uyardigi, E-cadherin ekspresyonunda azalmaya yol acgtifi gosterilmistir

(143).

2.7. Apoptoz

Canlilik birbirini takip eden dogma, biiylime, iireme, yaslanma evrelerini
icerip Olimle sonlanan bir yasam dongiisiidiir. Canliligin siirdiiriilmesi sirasinda
organizmanin yapt ve fonksiyonunun fizyolojik  gereksinimleri  yerine
getirilmektedir. Bu siiregte hiicrelerin ¢ogalma ve 6liim oranlarinin denge igerisinde
bulunmasi 6nemli yer tutmaktadir. Apoptoz hiicre-i¢i ve hiicre-dis1 pek cok sinyal
tarafindan iki temel yolak lizerinden aktiflesen ve pek ¢ok protein tarafindan regiile
edilen, kontrollii ve programli bir hiicre 6lim siirecidir. Apoptoz mekanizmasi
potansiyel zararli hiicrelerin yok edilmesi gorevini listlendiginden pek ¢ok hastalik
ile yakin iligkilidir. Asir1 apoptoz, fazla hiicre kaybi nedeniyle iskemik ve
norodejeneratif hastaliklara sebep olurken, yetersiz apoptoz otoimmiin hastaliklara ve
kansere neden olabilmektedir. Apoptoz; hormonlar, fizyolojik siiregte biiyiime
faktorlerinin hiicreye ulasamamasi veya serbest radikallar kaynakli oksidatif hasar,
hipoksi, viral enfekisyonlar, ionize radyasyon ya da ila¢ uygulamalar1 gibi farkl
etmenlerce uyarilmaktadir (144).

Morfolojik ~ olarak  apoptoz  siireci;  plazma  membraninin
tomurcuklanmasi, fosfotidil serin kalintilarinin membranin dis yiizeyine yonelmesi,
hiicre bliziismesi, kromatin kondensasyonu ve hiicre igeriginin ¢oklu membran kaplh
parcaciklar halinde dagilarak komsu hiicreler ve fagositler tarafindan yutulmasini
kapsayan bir siirectir (145). Morfolojik degisimler, hiicresel biitiinliik ve canlilik i¢in
gerekli olan polipeptidlerin proteolitik yikimi ile gerceklesmektedir. Yikim siireci
spesifik sistein proteazlar olan kaspazlarin aktivitesi sayesinde meydana gelmektedir
(146). Hasarlanmig hiicrelerin yok edilmesini hedefleyen terapilerde c¢ogunlukla
spesifik olarak apoptozun tetiklenmesi tercih edilmektedir (145).

Pek ¢ok farkli molekiil tarafindan hassas bir sekilde kontrol edilen
apoptoz mekanizmasi, kaspazlarin bir kaskad olusturacak sekilde aktiflegsmelerini
saglayan iki yolak tarafindan tetiklenmektedir; hiicre membraninda bulunan 6liim

reseptorlerinin aktiflesmesi ile karakterize edilen ekstrensek yolak ve mitokondri-
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apoptozom sisteminin aktiflesmesi ile karakterize edilen intrensek yolak. Apoptozun
vazgec¢ilmezi kaspaz enzimlerinin aktivitesi; apoptozun tetiklenmesinden DNA
fragmantasyonuna, plazma membraninin tomurcuklanmasindan, fosfolipid
asimetrisinin bozulmasina kadar bircok éenmli fonksiyona sahiptirler.

Kaspaz enzimleri, apoptoz siirecindeki rolleri géz 6niinde bulundurularak iki
ana grupta incelenebilir. Baslatic1 (initiator) kaspazlar, cesitli hiicre i¢i ya da hiicre
dis1 sinyalleri proteolitik aktiviteye g¢evirerek kaspaz kaskadinin baglatilmasindan
sorumlu olan kaspazlardir. Cellat (executioner) kaspazlar ise hiicre icerisindeki
spesifik  polipeptid hedeflerini proteolitik olarak fragmante edip apoptoz
mekanizmasinin tamamlanmasini saglayan enzimlerdir (146). Cellat kaspazlarin
arasinda fonksiyonu en iyi tanimlanmis olan kaspaz-3 proteininin aktiflestikten sonra
yiizlerce susbstrati segici olarak fragmanlarina ayirdigi bilinmektedir. Bu enzimin
aktivasyonu apoptozun en karakteristik morfolojik degisimlerinden olan plazma
membraninda tomurcuklanmaya neden olmaktadir. Kaspaz 3 ayni1 zamanda hiicre i¢i
sito-iskelet elemanlarinin fragmantasyonundan da sorumludur. Bu proteinlerin temel
fonksiyonunun hiicrenin seklinin korunmasi oldugu disiiniildiiglinde, kaspaz-3
aktivitesi ile bu proteinlerin fragmante edilmesinin apoptotik siirecteki morfolojik
degisim acisindan O6nemli oldugu sdylenilebilir (147). Farkli proteinlerin kaspaz
aracilt degredasyonu ile basta DNA tamir mekanizmalar1 ve protein translasyon
sistemi olmak tizere hiicresel sag kalim i¢in gerekli olan pek ¢ok mekanizma inhibe
edilerek hiicre mutlak bir 6liim siirecine stiriiklenir.

Yaklagik 15 yildir devam eden ¢alismalar, kanser tedavisinde kullanilan tim
ilaclarin  apoptozu tetikleyebildigini  gostermektedir. Apoptotik  yolaklarin
aktiflestirilmesi kanser terapisinin temel ilkelerinden biridir. Cogu kanser ilaci neden
olduklart DNA hasar {izerinden etki gostermektedir ve kanser hiicrelerinin DNA
tamir mekanizmalarindaki yetersizlikten yararlanarak hiicreleri apoptotik siirece
stiriklemektedir (148). Kanser ilaglarinin etkinligini arttirabilmek ve olasi direng
mekanizmalarinin -~ Oniine  gegebilmek  amaciyla  antinoeplastik  ajanlarin

aktiflestirdikleri apoptotik yolaklarin tanimlanmasi giincel aragtirma konusudur.

2.7.1. Apoptoz Belirleme Yontemleri

Hiicre tarafindan bircok noktada denetlenen apoptoz  siirecinin
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incelenmesinde, iliskili birgok protein bulunmaktadir.

Morfolojik degisimin gézlenmesinde apoptoz invitro olarak; 1s1k mikroskobu,
floresan mikroskobu ve elektron mikroskobu aracilifiyla degerlendirilebilir.

Immiinhistokimyasal markirlarin kullanimi, ¢alismalar kolaylastirmaktadir.
Anneksin V, TUNEL yontemi, ISEL teknigi, kaspas-3 yontemi, MP30, PARP
kullanilabilecek yontemlerdendir. Biokimyasal yontemler; agaroz jel elektroforezi,
western blot, flow sitometri yontemleri olarak sayilabilir

ELISA ve fluometrik yontemler; apoptozun immiinolojik olarak
belirlenmesinde kullanilirlar. Bu ydntemlerle hem hiicre kiiltiirlerinde hem de
plazmada meydana gelen DNA fragmantasyonunun Ol¢iimii miimkiindiir. Hiicre
kiiltiirlerindeki kaspaz aktivitesinin belirlenmesine yonelik yontemdir.

Molekiiler biyoloji yontemlerinden olan DNA mikroarray teknigi, hiicre ve
dokularda spesifik genleri, gen polimorfizmini, gen ekspresyonlarini, olusan global

degisimleri inceleyen tekniktir.
2.8. COX-2 (Siklooksijenaz-2 Enzimi)

Kemoterapiye direng, over kanseri hastalarinda en biiyiik sorunlardan biridir.
Tedaviye yanitin 6ngoriilmesi kemoterapinin bireysellestirilmesine, yanit oranlarinin
ylikseltilmesi ve gereksiz kemoterapilerden kaginilmasina imkan taniyacaktir.
Giliniimiizde kemoterapi yanitin1 dngorecek bir biyolojik belirleyici mevcut degildir.

Son c¢aligmalarda, hem hastalifin patogenezinde,prognozunda hem de
kemoterapiye yanitta rol oynadigi ileri siiriilen COX enzimi ilgi odagl olmustur.
COX, arasidonik asitten prostoglandin sentezleyen enzim olup, bu yolla tiimor
olusumu ve progresyonunda kritik asamalarda yer almaktadir. Bu enzimin kanser
patogenezindeki yeri, COX inhibitorii oldugu bilinen non-steroid antienflamatuvar
ilaglar1 (NSAID) diizenli alanlarda kolorektal, meme, prostat kanserlerine daha az
yakalandig1 epidemyolojik ¢aligmalarla ortaya konulduktan sonra énem kazanmistir.
COX enziminin iki izoformu oldugu gdsterilmigtir. COX-1; hemen hemen biitiin
dokularda salgilanip, homeostatik fonksiyonlarda yer almakta, COX-2; enflamasyon
sirasinda salgilanmaktadir. Son zamanlarda, invitro ve preklinik ¢alismalarda COX-2
enzimi, kolorektal kanserde apoptozun inhibisyonu, artmis ekstraselliiler matrikse

adezyon, artmis metastatik potansiyal ve neoanjiogenez ile iligkili bulunmustur.



31

COX-2 enziminin kolorektal kanserlerden baska, diger solid tiimorlerde de asiri
salgilandig1 ortaya ¢ikarilmig, ayn1 zamanda bu enzimin kotii prognoz ve agresifligin
klinik ve patolojik parametreleri ile iligkisi gosterilmistir. COX-2 enziminin kanserli
dokularda overekspresyonu ile hiicre boliinmesinin artmasi, artan adezyon oranlari,
hiicre motilitesinde artig, apoptozda azalma, anjiogenezin indiiklemesi sayilabilir
(149). Jinekolojik kanserlerden serviks kanseri hastalarinda COX-2 enziminin fazla
salgilanmasinin kemoterapiye direng ve kotli prognozun giiclii prediktorii oldugu
belirlenmistir.(150, 151)

Prostoglandinler arasidonik asit metabolizmasi sonucu olugmaktadirlar.
Sentezlendikleri  memeli  dokularinda  bir¢cok  metabolik  aktivitelere
katilmaktadirlar. Vazokonstiriiksiyon, trombosit aktivasyonu ya da inhibisyonu,
immiinolojik degisimler Ozellikle de immiinosiipresyon rol aldiklar1 biyolojik
aktiviteler arasindadir. Timor gelisimi ve biliyiimesi lizerine etkileri vardir. Hem
normal dokularda hem de tiimorlii dokularda sitotoksik ajanlara, iyonize
radyasyona karsi verilen tepkilerde gorev almaktadirlar. COX enzimi hiicre
zarinda bulunan fosfolipidlerden arasidonik asit olusumunda ve arasidonik asitten
de prostaglandin yapiminda gorev almaktadir. COX-2 enzimi prostaglandinlerin
prekiirsorii olan PGH2 (prostoglandin H2) olusumunda hiz kisitlayici bir enzimdir.
PGH2 tromboksan gibi diger bir¢ok endojen molekiillerin onciisiidiir (54).

COX-2’nin tiimdrlerdeki fazla ekspresyonu VEGF miktarinda artisa neden
oldugundan anjiyogeneze neden olmaktadir. Ayrica COX-2 ekspresyonu goriilen
baz1 tiimor tiplerinde agresif bir fenotip olusumu gozlemlenmektedir. Gogiis, kolon
ve diger timoérlerde COX-2 ekspresyonu olumsuz prognoza neden olmaktadir.
Epitelyal over kanserinde % 31’den % 89’a varan sentezinin oldugu yapilan
immiinohistokimyasal ¢alismalarca belirlenmistir. Artan COX-2 diizeyi ile VEGF,
kilcal damar olusumu, timor biiylimesi ve anjiyogenez arasinda istatistiksel bir
baglanti bulunmaktadir. Bundan dolay1 epitelyal over tiimorlerinde goriilen VEGF
diizeyindeki artisin neden oldugu anjiogenezin COX-2 ile baglantili oldugu
diisiiniiliirken; COX-2 artis1 ile epitelyal biiyiime faktorii ya da p53 seviyeleri
arasinda bir baglanti olmadig1 rapor edilmistir (152).

Yapilan bazi caligmalar paklitaksel gibi mikrotiibiillere etki eden ajanlarin,

COX-2 ve prostoglandin biosentezinde artisa neden oldugunu savunmaktadir. Bu
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artis paklitakselin kanser tedavisindeki etkinliginin azalmasina da neden olmaktadir.
Ayrica artan COX-2 diizeyi ile kemorezistans ve ¢oklu ila¢ direnci olusumu arasinda
baglant1 oldugu da belirtilmistir (152-154).

Over kanseri ve COX-2 ile ilgili yapilan sinirl sayida ¢alismada COX-2
salgilanmasinin over kanseri hiicre serilerinde apoptozu engelledigi gosterilmistir.
Son zamanlarda yapilan farkli birkag aragtirmada artan COX-2 seviyesinin radyasyon
ve kemoterapi tedavisine cevap vermeyen, agresif yayilim gosteren over
kanserlerinin belirlenmesinde markir olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (154).

Ileri evre over kanseri hastalarinda goriilen platin direncinin nedenleri tam
olarak anlasilamamistir. Bir¢ok farkli mekanizmanin bu direng iizerinde etkili oldugu
diistintilmektedir. COX enzim miktarinin over kanseri hiicrelerinde yliksek
seviyelerde bulunmasi, platin tabanli ilaglara gosterilen direncin énemli bir sebebi

olarak gosterilmektedir (152, 155).
2.9. Anjiogenez- VEGF

Vaskiiler destegin saglanmasi, normal ve neoplastik dokularin biiyiime ve
gelisimindeki en Onemli asamayi olusturmaktadir. Tiimorlerin biiylimesi ve
yayilmasi komsu damarlardan saglanan kan akimina baglidir. Molekiiler diizeyde
anjiogenik gelisim, tiimor hiicrelerinin {drettigi spesifik anjiogenik stimiilator
molekiiller ile baglatilir ve spesifik anjiostatik inhibitdr molekiiller tarafindan
durdurulur. Anjiogenik ve anjiostatik molekiiller endotel hiicre dongiisii sirasinda
devamli olarak ve birlikte faaliyet gosterirler (156, 157). Tiimdr gelisiminin erken
doneminde anjiogenezisi kontrol eden genlerin mutasyonuyla, pozitif
diizenleyicilerin asir1 ekspresyonu ve inhibitorlerin baskilanmasi tetiklenir.

Anjiogenez direkt olarak VEGF baglantili, ¢ok basamakli bir siirectir. VEGF,
intraselliiler igaret transdiiksiyon mekanizmasini baglatic1 birer kaskat olan endotel
VEGF reseptorii 1 ve 2’ye baglanarak yeni kan damarlarinin olusumunu ve hiicre
cogalmasini saglar. VEGF ekspresyonunun artisi, insan kanserlerinde siklikla
gozlenen bir durumdur. Tiim bu baglantilar géz Oniine alindiginda VEGF, uzun
stiredir kanser i¢in potansiyel bir tedavi olarak goriilmektedir.

VEGF, 40-45 kd’lik homodimerik bir protein olup, sinyal dizini ¢ok ¢esitli

hiicreler ve insan tiimor hiicrelerinin ¢ogu tarafindan sekrete edilen, endotel hiicreleri
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iizerinde ii¢ tane reseptdrii olan giiclii bir mitojendir. VEGF’nin ekspresyonu,
embriyogenez sirasinda kan damarlariin gelisimi ve kadin genital sisteminin siklik
degisimleri ile tiimorlerinin angiogenezisi ile iliskilidir. Bu faktor artmis vaskiiler
permeabiliteye ve protein ekstravazasyonuna neden olur. VEGF nin permeabiliteyi
arttirmasi, endotel hiicrelerinin go¢ ettigi interstisyuma protein diflizyonuna neden
olur. Kapillerler lizerindeki permeabilite arttirict etkisi histaminden c¢ok daha
giicliidiir. VEGF, epitelyal over kanserlerinin de dahil oldugu pek ¢ok tiimoral doku
tarafindan salgilanan anjiogenik bir faktdrdiir ve beyin tiimoriinde 6dem, over
kanserinde asit olusumu ve metastaz gelismesinin 6nemli mediatdrlerinden biridir.
VEGF-B, VEGF-C gibi VEGF ailesinin diger {iyelerinin overdeki fonksiyonlar: tam
olarak bilinmemekle birlikte Sowter ve ark. (156) normal over dokusu ve epitelyal
over kanserli hastalar1 VEGF yoniinden karsilastirdiklari ¢alismada, sadece VEGF ile
VEGF-B diizeylerinin tiimorii over dokusunda daha yiiksek seviyede bulundugunu
saptamislardir (158-160).

Anjiogenik gelisim; hipoksi, endojen angiogenez inhibitorleri ve konagin
genetik yap1 s1 gibi gevresel kosullarla da modifiye edilebilir. Tiimoriin ortasindaki
mikrodamarlarin basi altinda kalmasi sonucunda tiimdrde santral nekroz meydana
gelir. Olusan hipoksik ortam hiicre iginde bulunan, iiretim ve eliminasyonu siirekli
degisiklik gosteren hypoxia inducible factor-1 (HIF1) olarak tanimlanan sitokinin
artmasin1 saglar (161). HIF-1, VEGF’nin transkripsiyonuna neden olan genin
aktivasyonunu sagladigi  gibi, kanser biyolojisi lizerinde 60’a yakin genin
transkripsiyonunda, hiicre i¢i glukoz metabolizmasinda, hiicre invazyonunda ve
anjiogenezde etkili bir faktordiir. HIF-1’in asir1 ekspresyonu meme, mide, serviks,
endometrial ve over kanserlerinde artmis mortaliteyle iligkilidir. HIF-1, basta VEGF
olmak iizere, anjiogenez ile iliskili diger faktorlerin liretimine de neden olur. HIF-1
stimiilasyonu ile aktive olan VEGF geni, messanger Riboniikleik asit’in (mRNA)
transkripsiyonuna ve VEGF iiretiminin artisgina yol agar. Giiniimiizde HIF-1 geni
hedef alinarak anjiogenez inhibisyonu iizerinde farkli kanser tiirleri i¢in yeni tedavi

alternatifleri denenmektedir (161).
2.10. Ki 67 (kinaz inhibitor-67)

Ki-67 (MIB-1), nonhiston niikleer proteindir. 345 ve 395 kd agirligindaki iki
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molekiilden olusur ve geni 10. kromozom {iizerinde yer alir. Ki-67 niikleer antijeni;
devam eden hiicre siklusunun Gy, S, G, ve mitoz fazlarinda eksprese edilir. Fakat Gy
fazindaki hiicrelerde bulunmaz. Ki-67 ¢ogalan hiicrelerde goriilen bir c¢ekirdek
proteinidir (162). Hiicre proliferasyonunun morfolojik 6zelliklerini iyi bir sekilde
gosteren protein olup, mitotik indeks ve timor gradelemesinde siklikla kullanilir
(163).

Kontrolsiiz ¢ogalma, malign transformasyonunun belirlenmesi i¢in 6nemli bir
anahtardir. Immunohistokimya ile Ki-67 i¢in pozitif niikleer boyanma gosteren hiicre
ylizdesi, proliferasyon indeksini gosterir. Agresif timorlerde bu oran yiiksektir. Ki-
67°nin ekspresyon seviyesi hiicre c¢ogalmasiyla baglantili olarak, uygulanan
kemoterapatige kanser hiicrelerinin verdigi cevabin degerlendirilmesinde dnemlidir.
Birgok sistem tiimorlerinde (meme, akciger, 6zofagus, over, bobrek ve prostat
kanseri, malign melanom, nonhodgkin lenfoma, glial tiimdrler vs.) yiiksek Ki-67
orani, kot prognostik faktor olarak gdsterilmistir (164).

Endometriyal proliferasyon ve endometriyal karsinom hiicrelerinin
diferansiasyonu hiicre siklusunu destekleyen ve engelleyen cesitli faktorlerle
diizenlenir. Bir proliferasyon belirleyicisi olan Ki-67 proliferatif faz boyunca ve
sekretuvar fazin ilk yarisinda endometriyum epitel hiicrelerinde pozitif niikleer
boyanma gosterir (162).

Endometriyum malignitelerinde Ki-67 proliferasyon indeksi ile mitotik
indeksin karsilastirildig1 bir ¢alismada Ki-67 ile mitotik indeks arasinda anlamli bir
iliski bulunmustur (165).

Ki-67 genellikle tiimdr hiicrelerinde % 1-6 oraninda, yayilma hiz1 yiliksek
olan kanser tiirlerinde ise % 44 oraninda sentezlenmektedir. Artmis Ki-67 sentezi
genellikle lenf nodlarmma yayilma gosteren tiimor tiplerinde goriilmektedir. Over
kanserinde Ki-67, p53 ve pl16 sentez oranlar1 olduk¢a fazladir. Yapilan bir ¢aligmada
Ki-67 sentezinin hiicrelerin G1, S, G2 ve M fazlarindan her birinde etkin olarak rol
aldig1 rapor edilmistir. Ki-67 miktar1 ile hastaligin evresi orantilidir denilmistir. Over
kanserinde artmis Ki-67 sentezinin metastaz asamasinda olan tiimér tiplerinde fazla

oldugu sonucu ¢ikarilmistir (162, 166, 167).
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2.11. IRS-1

Insiilin ve insiilin biiyiime faktorleri (IGF) birgok biyolojik aktivitelere
katilmaktadir. Insiilin reseptér proteinleri (IRS)’nin dért farkli substrati vardir.
Bunlar hiicre ici katalitik reaksiyonlara katilmazlar. IGF-1 bir¢ok epitelyal orjinli
timor hiicresinde sentezlenmemektedir. Fakat noéroektodermal ve over kanser
tirlerinde sentezinin oldugu belirlenmistir. IGF’lerin over kanserli hiicrelerin
biliylimesinde etkin rol aldig1 diisiiniilmektedir. Over kanser tiirlerinde salinan IGF-
IR’e yonelik hedef tedavi belirlenmesinin umut verici oldugu diistiniilmektedir.
Ciinkii bu reseptdr apoptozu baskilayan yolaklari aktive etmekte, hiicre cogalmasini
arttirmakta, hiicre sagkalimini sagliyacak yeni yolaklarin olusumuna neden
olmaktadir. IGF-IR’nin fosforillenmesinin ve aktivasyonunun engellenmesinin, over
kanserinde hiicre biiyiimesini engelledigi rapor edilmistir (168, 169).

Oliime neden olan jinekolojik tiimérlerin basmi ¢eken over kanserlerinin
tedavisinde ¢ok daha etkili ilaglarin bulunmasi gerekmektedir. Bu amagla yapilan
caligmalar, dogal bir retinoid olan ATRAnin biiyiimekte olan over kanser hiicrelerini
Go-G; fazinda durdurdugunu gostermektedir. Cesitli tiimdr tiplerinde IRS-1 faktoriin
proliferasyonda ise karistigi bilinmektedir. IRS-1, gercekte 6nemli bir biliylimeyi
diizenleyici molekiildiir ve retinoidlerin de aralarinda oldugu biiylime baskilayici

ajanlarla birlikte potansiyel etkiye sahip bir kemoterapatige doniismektedir.
2.12. Yesil Cay

Cay tiim diinyada sudan sonra en cok tiiketilen icecektir. Cay, Giineydogu
Asya’ya 0zgii bir bitki olan Camellia sinesis’den elde edilir. Tiim diinyada tretilen
ve tiiketilen cay cesitlerinin % 78’1 siyah c¢ay, % 20’si yesil ¢cay ve % 2’den az1
oolong cayidir (170). Siyah cay baslica bati iilkeleri olmak tiizere bazi Asya
iilkelerinde tiiketilmektedir. Yesil cay ise basglica Cin, Japonya, Hindistan ve Kuzey
Afrika’daki ve Orta Dogu’daki bazi iilkelerde tiiketilmekedir.

Yesil cay, Camellia sinesis’in taze harmanlanmig yapraklarindaki enzimlerin
etkisiz hale gelmelerini ve fermentasyona ugramalarint 6nlemek amaciyla hizla
buhara tutulmasi ya da kizartilmasiyla, kuru ve stabil bir iiriin olarak elde edilir.

Epikatekinler, yesil caymn karakteristik renginden ve tadindan sorumlu olan temel
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bilesikleridir.

Siyah cay ile oolong caymin iiretimi icin, Camellia sinesis’in taze
harmanlanmis yapraklar1 nem igerigi yaklasik % 55’e diisene kadar kurutulur; bu
islem yapraklardaki polifenol igeriginin yogunlagmasimi saglar (170). Kurutulmus
olan yapraklar daha sonra yuvarlanir ve ezilir; bu islem polifenollerin
fermentasyonunu baslatir. Bu siiregler esnasinda katekinler teaflavinlere ve
tearubiginlere dontigiir. Cay yapraklarinin bilesimi; iklim, mevsim, tarim
uygulamalari, bitkinin tiiri ve yasi gibi cok c¢esitli faktorlere bagli olarak
degismektedir (171).

Yesil cay ekstraktlar: geleneksel Cin tibbinda kronik hastaliklarin tedavisinde
ve engellenmesinde yiiz yillardir kullanilmaktadir (172).Yesil ¢ay ekstraktindan elde
edilen temel katekin, toplam polifenollerin % 50-80’ini olusturan epigallocatechin-3-
gallate’tir (EGCG) (Sekil 2.1). Bir bardak demlenmis yesil cayda (200mL suda
kaynatilan 2g cay yapragi) 500-700 mg katekin, bununda yaklasik 200-300 mg’1
EGCG’dir (170). Siyah g¢ayin ise sadece %3-10’u katekindir. Cay yapraklarinda
ayrica %2-5 oraninda kafein de bulunmaktadir. Her ne kadar EGCG’nin molekiiler
hedefleri ve EGCG tarafindan regiile edilen hiicre i¢i sinyal yolaklar1 tamamen
belirlenmemis olsa da EGCG’nin antikanser etkisinde birden fazla mekanizmanin
gegerli oldugu one siiriilmektedir. EGCG’nin pek c¢ok kanser tiiriinde hiicre
biliylimesini inhibe ettigi, hiicre yasam dongiisiinde duraksamaya yol actifi ve

apoptozu tetikledigi gosterilmistir (173).

Sekil 2.1 Epigallocatechin-3-gallate

Cesitli invitro ve invivo deneysel arastirmalar ile ¢ay tiiketiminin insanlar
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izerindeki etkilerini arastiran epidemiyolojik arastirmalar, vaka kontrol arastirmalari
ve klinik arastirmalarda yesil cayin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
obezite, inflamatuvar hastaliklar ve ndérodejeneratif hastaliklar i¢in onleyici ve/veya
tedavi edici potansiyele sahip olduguna dair sonuglar elde edilmistir. Bu da yesil ¢ay1
son zamanlarda Ozellikle bati {ilkelerinde tliketimi artan popiiler bir igecek haline
getirmistir.

Cay tiiketimi ile kanser gelisimi arasinda ters iliski bulundugu gosterilmistir.
Yesil ¢aymn bolca ve siklikla tiiketildigi Asya iilkeleri basta olmak iizere gesitli
iilkelerde yiiriitiilmiis olan epidemiyolojik ¢alismalar, yesil ¢aymn gastrointestinal,
0zofageal, mide, gogiis, akciger, kolon, karaciger ve prostat kanserinin dnlenmesinde
faydali olabilecegi yoniinde olumlu sonuglar gostermistir.

Yesil ¢ayin anti karsinojenik etkileri li¢ temel baslik altinda incelenebilir:

1)Antioksidan-prooksidan etki
2)Anti-anjiyogenez etki

3)Apoptotik-hiicre yasam dongiisiinii diizenleyici etki

2.12.1. Yesil Cayin Antioksidan-Prooksidan Etkisi

Gilintimiizde kanserin DNA, lipid ya da proteinlerin oksidatif stres sonucunda
hasar gdrmesine bagli olarak geligebildigi bilinmektedir. EGCG’nin oksidatif lipid ve
DNA hasarini anlamli 6lgiide diistirdiigli gosterilmistir (174-176). Ayrica EGCG’nin
lipid peroksidasyonunu engelleyerek oksidatif hasara karsi koruyucu bir molekiil
olarak davrandigi 6ne stiriilmektedir (177).

EGCG ve diger polifenol tiirevi antioksidanlar oksidatif hasar1 g¢esitli
mekanizmalar aracilig1 ile engeller. Oncelikle antioksidanlar; reaktif azot ve oksijen
tiirevlerini hiicre bilesenlerine zarar vermeden noétralize ederek, bulunduklari
ortamdaki serbest radikalleri temizlerler. Bunun Gtesinde bazi metal iyonlarina kars1
yiiksek afiniteye sahip olduklarindan metal selatlayici olarak davranirlar ve serbest
radikal olusumunu tetikleyecek redoks-aktif gec¢is metallerini inaktive ederler.
Yapilan ¢alismalar EGCG’nin; peroksidaz aktiviteleri nedeniyle oksidatif hasara
neden olabilecek lipoksigenaz, siklooksigenaz ve ksantin oksidaz enzimlerini inhibe

ederek oksidatif hasar1 engelledigini gostermistir (171).
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Bazi durumlarda antioksidan molekiiller metal iyonlarmi indirgeyerek
hidrojen peroksit olusumuna neden olabilir. Benzer sekilde EGCG’nin, Cu(Il) ve
Fe(IlI) komplekslerinin varliginda prooksidan olarak davranarak DNA hasarina
neden oldugu savunulmaktadir (178, 179). EGCG’nin hiicre Sliimiinii tetikleme
ozelliginin, en azindan in-vitro kosullarda, bu prooksidan aktiviteye bagli oldugu
distintiilmektedir (180).

Yesil Cayin Anti-Anjiogenez Etkisi

Timdr gelisimi i¢cin ¢ok Onemli olan anjiogenez, yeni kan damarlarinin
olusturuldugu bir siirectir. Kanser tedavisinde gelecek vaad eden c¢alisma
alanlarindan biri de anjiogenez inhibisyonunun kullanimidir. ilk olusumu sirasinda
timor ihtiyag duydugu besin ve suyu difiizyon ile alabilir, fakat 0,5mm ¢apindan
biiylik bir timorde ¢ogalan tiimdr hiicrelerinin oksijen ve besin ile beslenebilmesi
icin kan damarlarina gerek vardir. Anjiogenez, bu siireci aktive ya da inhibe eden
proteinlerin gorev aldigi kompleks bir seri biyokimyasal tepkimeden meydana
gelmektedir. Kanser hiicrelerinde bu aktivatér ve inhibitér proteinler arasindaki
denge bozulur (181). EGCG’nin son yillarda arastirilan 6zelliklerinden biri de anti-
anjiogenez Ozelligidir. Cesitli ¢alismalar EGCG’nin meme ve kolon kanser hiicre
kiiltiirlerinde VEGF ekspresyonunu inhibe ettigini gdstermektedir. VEGF en 6nemli
anjiogenez aktivatorlerinden biridir ve inhibisyonu c¢ogunlukla anjiyogenezin
engellenmesi anlamina gelmektedir (182-185). Maiti ve ark.’nin (186) yaptiklar1 bir
calismada EGCG’nin anjiogenin aracili anjiogenezi engelleyebildigi gosterilmistir.
EGCG gibi anti-anjiogenik ajanlarin, farkli fazlardaki tiimorlerin tedavisinde
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (186).

ECM (ekstraseliiler matriks) bilesenlerinin proteolitik degredasyonu, hiicre-
hiicre ve hiicre-ECM etkilesimlerinin minimize edilmesi ve de hiicrenin bazal
membrana goclinii kapsayan bir siiregtir. MMP ailesi ECM bilesenlerinin
parcalanmasinda gdrev alan bir protein ailesidir ve tiimdr invazyonundan sorumlu
olduklar bilinmektedir. EGCG’nin ¢esitli MMP’lar1 inhibe ettigini gosteren pek ¢ok
calisma mevcuttur (187-190).
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2.12.2. Apoptoz ve Hiicre Yasam Dongiisii Regiilasyonu

Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerinden biri de programli hiicre
oliimiinden kagabilmeleridir. Apoptoz kompleks genetik olaylar ile regiile edilen bir
stirectir. Bu silirecteki en Onemli transkripsiyon faktorlerinden biri de p53’tiir.
Genomun gardiyan1 olarak adlandirilan p53  hiicre yasam  dongiisiliniin
regiilasyonunda, apoptozun tetiklenmesinde ve DNA tamir mekanizmalarinin
islemesinde kritik dneme sahiptir. p53 proteini DNA hasarini belirleyerek ve hiicre
yasam dongiisiinde duraksamanin gergeklesmesini saglamakta ve redoks potansiyel
degisikliklerine cevap olarak apoptozu tetiklemektedir. Solid tiimérlerin % 50’den
fazlasinda p53 delesyonu ya da nokta mutasyonu mevcuttur (191).

Cay polifenollerinin p53 aktivasyonuna neden oldugu ¢esitli ¢alismalarla
belirtilmektedir (192). EGCG normal hiicreleri etkilemeden farkli kanser hiicre
kiiltiirlerinde p53 aktivasyonu iizerinden apoptozu tetikleyebilmekte ve hiicre yasam
dongiisiinde duraksamaya neden olmaktadir (193). Yapilan ¢alismalar sonucunda
akciger, kolon, pankreas, deri ve prostat kanserlerinde de benzer sonuglar elde
edilmigtir (194). Prostat kanseri hiicre kiiltiiriinde (LNCaP) gerceklestirilen bir
caligmada, p53 aktivasyonun p21 ve Bax ekspresyon artigina, NF-kB inhibisyonun
Bcl-2 ailesi proteinlerinde ekspresyon azalisina ve bdylece Bax/Bcel-2 oranindaki
artisa bagl olarak apoptozun tetiklendigi ve hiicrelerin G0/G1 fazinda duraksadigi
gosterilmistir. p53 aktivasyon mekanizmasinda, p53’iin kritik serin kalintilarinin
fosforilasyonu s6z konusudur. Bu nedenle molekiiliin yart dmrii artmaktadir (195).
Hatsak ve ark. (195) LnCaP hiicre hattinda 20-80uM EGCQG ile tetiklenen apoptozun
pS53 bagimhi oldugunu ve p53 mutasyonu olan hiicrelerde apoptozun
gerceklesmedigini gostermistir. Bax ve p21’in siRNA ile ihibisyonu sonucunda
apoptozun Onlenebildigi ayn1 ¢aligmada gosterilen diger bir 6zelliktir.

Bunun disinda, EGCG’nin lipid sentezinden sorumlu olan yag asidi sentaz
enzimini inhibe ettigi gosterilmistir. Enzim normal hiicrelerde diisiik diizeylerde
eksprese edilir. Prostat, meme, over, endometrium, akciger ve kolon kanseri gibi pek
cok kanser tipinde enzimin ekspresyonu artmaktadir. EGCG hem saglikli hiicrelerde
hem de kanser hiicrelerinde enzim inhibisyonuna neden olmaktadir. Ancak sadece
kanser hiicrelerinde apoptozu tetiklemektedir. Bu durumun, malonil-CoA gibi toksik

ozellik gosteren lipid Onciillerinin birikmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
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Biitliin caligmalar g6z ontine alindiginda EGCG’nin anti-kanser mekanizmas1 halen

tam olarak aydinlatilamamistir ve dolayisiyla giincel arastirma konusudur (196).
2.13. Hiicre Kiiltiirii

Biolojik ¢aligmalarda canlilar ya bir biitiin olarak ya da organ, doku veya
hiicre gibi yapilar1 aliarak in vitro sartlarda incelenmektedir. Hiicrelerin dokudan
mekanik yollarla ve bunu takiben de proteolitik enzimlerle muamele edilerek tek
hiicre veya kiiciik kiimeler halinde ayristirilmasina ve bunlarin kontrollii sartlarda
(CO, basinci, nem, sicaklik) biiyiime faktorleri ve metabolik substratlar igeren
besiyerleri ile cam veya plastik siselerde doku ile baglantis1 olmadan in vitro olarak
cogaltilmasina hiicre kiiltiirii ad1 verilmektedir. Hiicre kiiltiliri, yasam bilimlerinin
pek cok alani i¢in vazgegilmez bir teknoloji haline gelmistir. Kokleri gelisimsel
biyoloji ve patolojiye dayanmasina ragmen, hiicre kiiltiirii molekiiler genetikgiler,
immiinologlar, cerrahlar, biyomiihendisler ve ilag¢ {ireticileri i¢in 6nemli bir arag
haline gelmistir.

Hiicre veya doku kiiltiirii yontemi, hayvan ya da bitkilerin ergin veya
embriyonik dokularindan izole edilen hiicre, doku veya organlarin gergek
ortamlarina benzer sekilde hazirlanmis steril besi ortamlarinda yasatilimalaridir.
Organizmadan dogrudan dogruya almman organ, doku veya hiicrelerden iiretilen
kiiltiirlere primer kiiltiirler ad1 verilir. Primer kiiltiirler, bulunduklar1 yerde ¢ogalip
baska bir yere boliinerek aktarildiktan (hiicre pasaji) sonra cell line (hiicre hatti) yada
stirekli kiiltlir hiicresi adimi alirlar. Seconder kiiltiir; primer kiiltiir sonucu elde edilen
hiicrelerin enzimatik yolla baska bir ortama aktarilmasi ile elde edilen hiicrelerin
olusturdugu kiiltiirdiir.

Hiicre suslar1 ve hiicre soylar1 diploid veya heteraploid olabilirler, hiicrelerin
heteraploid oluglar1 onlarin malign hiicreler olduklar1 veya in vitro g¢ogalmalarinin
sinirsiz oldugu anlamina gelmez. Hiicre kiiltiirlerinde sinirsiz ¢ogalan hiicre soy veya
suslari, devamli hiicre soylar (established cell line ) seklinde tanimlanarak, yasam
siireleri sinirl1 diploid veya heteraploid hiicre soylarindan ayrilirlar. Ug giin ara ile en
az 70 defa pasaji yapilabilen hiicre soylar1 “ devamli hiicre soyu” olarak kabul

edilmektedirler.
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Gilintimiizde, hiicre kiiltiirleri esas olarak tek tabaka ve siispansiyon halinde
hiicre kiiltiirleri olmak iizere iki yolla iretilmektedir. Tek tabaka hiicre kiiltiirleri,
cam veya plastik zemin lizerine tutunarak yasayan, iglevlerini siirdiiren ve lireyen
hiicrelerdir. Siispansiyon halindeki hiicre kiiltiirlerinde, hiicreler hayatsal islev ve
iiremelerini siispansiyon halinde bulunduklar1 ortamda siirdiirebilir. Hiicre kiiltiirleri;
temel hiicre biyolojisi, hastaliga neden olan ajanlar ile hiicreler arasindaki etkilesim,
ilaglarin hiicreler iizerine etkileri, yaslanma siireci ve tetikleyicileri, beslenmeye
iliskin ¢aligmalarda iyi bir model sistemi saglamaktadirlar.

Hiicre kiiltiirii yontemiyle etkiler dogrudan degerlendirilmekte ve sonuca kisa
siirede ulasilabilmektedir. Istatistiki olarak hayvan deneyleriyle karsilastirilamayacak
kadar fazla hiicre kullanilabilmekte ve cok sayida hayvanin deney amaciyla

oldiiriilmesi 6nlenmektedir
2.13.1. Cahsmada Kullamlan Ovcar 3 Hiicre Kiiltiiriiniin Ozellikleri

Ovcar 3; ilk olarak beyaz irktan 60 yasindaki over kanserli hastanin asit
stvisindan elde edilmigtir. Hiicreler atimik farede tiimor olusturabildikleri gibi,
agarozda klonlar olusturabilmektedirler. Kiiltiire edilen hiicreler epitelyal
morfolojide olup, kendilerine 6zgii steroid hormon reseptorleri olan stoplazmik
androjen ve Ostrojen baglama molekiilleri igermektedirler. 17-beta-estradiol ile
muamelesi sonucu progesteron reseptorlerinin indiiklendigi gosterilmistir. Hormon
reseptorlerinin varligi hormonel tedavi ¢aligmalart i¢inde kullanilabilmesine olanak
saglar (197).

Ovcar 3; yiiksek metastaz yetenegine ve anormal karyotipe sahip, ilag
rezistanst gosteren hiicre kiiltiiriidiir. Bu yilizden birgok antikanser ajanin etki ve

mekanizmalarmin ¢alisilmasinda uygun bulunmaktadir.
2.14. Kantitatif Real-Time PCR Yontemi

Bilim ve tip alanindaki ¢alismalar sonucunda niikleik asit miktar1 belirleme
analizleri icerisinde olduk¢a etkili bir yontem olan Real-time PCR teknigi
gelistirilmistir. Niikleik asit miktarin1 kantitatif olarak Olgebilen ‘Kantitatif Real-
Time PCR Yontemi’ ile DNA dizileri es zamanli olarak c¢ogaltilarak

belirlenebilmekte, reaksiyon siireci boyunca, olusan {iriiniin miktarin1 Real-time PCR
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sirasinda gozlemek miimkiin olmaktadir. Amplifikasyonun her basamaginin takip
edilebilmesi, Real-time PCR’1 6zel kilan en onemli ozelligidir. Amplifikasyon
egrileri lizerinden tim amplifikasyon profili gozlenebilmektedir. Real time PCR
teknigi, seksenli yillarin ortasinda Kary Mullis ve arkadaslarinin gelistirdigi PCR’1n

ileri bir versiyonudur.
2.14.1. Real-Time PCR i¢in Kullanilan Problar

Real-Time PCR sistemleri, reaksiyondaki PCR iiriinii miktar1 ile sistem
icerisinde kullanilan belirleyici bir flouresan boyadan alinan boya miktar1 arasindaki
orant1 esasina dayali olarak caligmaktadir. Flouresan boya miktarinin 6l¢iimii esasina
dayanan bu sistemlerde belli bir diziye baglh kalmadan tiim c¢ift iplikli DNA
molekiiliine baglanan flouresan boyalar ya da belirlenmis bir PCR {iriinii tizerindeki
spesifik bir diziye baglanabilen oligoniikleotit hibridizasyon problar1 kullanilir.

Dizi spesifik olmayan flouresan boyalar: Bu tip boyalar ¢ift iplikli
DNA’nin tamamina baglanabilme o6zelligi tasiyan etidyum bromid benzeri
boyalardir. Real-Time PCR sistemlerinde kullanilan boya SYBR Green I’dir. SYBR
Green I, onun emisyon Ozelligini 6nemli Olgiide arttiran bir soliisyon igerisinde
bulundugunda DNA molekiiliine baglanir. PCR boyunca amplifiye olan iiriin miktar1
ile dogru orantili olarak SYBR Green I in sinyali artacaktir.

Dizi spesifik flouresan problar: Olduk¢a yiiksek hassasiyete sahip
floroforlar ile isaretli dizi spesifik problardir. Reaksiyon icerisinde sadece spesifik
hedef mevcut ise florasan artis1 gozlenir. Bu reaksiyonlarda iiriiniin belirlenmesi igin
melting curve analizine genellikle ihtiya¢ duyulmaz. Bu hassas dizi spesifikliginden
dolayr primer dimerleri gibi iriinlere bagl ekstra goriintiiler elde edilmeyecektir.
Buna ragmen reaksiyon sirasinda bu tip goriintiilerle karsilasilabilmekte ve bu durum
PCR hassasiyetini ve verimliligini diistirmektedir. Dizi spesifik florasan problar da
yapilmak istenen ¢alismaya gore ¢esitlilik gosterir.

Kantitatif Real-Time PCR teknolojisi, gen diizeyinin 6l¢iimiinde rutin olarak
kullanilan, uygulamasi kolay, kesin sonuc¢lar veren, hassasiyeti iyi olan bir
uygulamadir. Pek ¢ok uygulamasi kanser aragtirmalart i¢in firsat yaratmis olmasiyla
birlikte, tliimor davranisiyla ilgili arastirmaciya ve klinisyene biiylik olciide bilgi

saglamaktadir.
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Bu calismada, kanser arastirmalarinda oldukca yaygin olarak kullanilan Ki-
67, VEGF , COX-2 ve IRS-1 genleri arastirilmigtir. 18S rRNA geni, real time PCR
bilgisinin normalizasyonunda potansiyel kuantitatif referans geni olarak secilmistir.
Gen ekspresyonu ve duraganligi iki farkli kanser tipine ait hiicrede belirlenen
maddelerin uygun dozlarina baglh olarak 18S rRNA geninin ekspresyon seviyesiyle
karsilastirilmistir.

18S rRNA geni biitiin hiicrelerde devamli olarak ekspresse edilen bir ‘house
keeping’gendir. House keeping genler; rutin hiicre fonksiyonlari igin gerekli
proteinleri kodlayan ve bu yiizden biitiin hiicrelerde her zaman eksprese edildigi
bilinen genlerdir. Kanser arastirmalarinda yapilan RT-PCR c¢alismalarinda siklikla
tercih edilen internal kontrol genlerinden birisi 18S rRNA'dir. Relatif gen
ekspresyonu karsilagtirma calismalarinda en iyi sonug; endojen/internal kontroliin
ornek igerisinde fazla ve sabit oranda (total RNA’ya gore) bulunmasiyla elde edilir.
Her bir reaksiyondaki farkli hedef mRNA'larin kuantifikasyonu i¢in degismeyen bir
endojen kontrol kullanilabilir. Bu amag¢ i¢in genellikle 18S rRNA, GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenas) ve f-actin segilir. Internal kontrol
secimi konusunda GAPDH ekspresyonu, bolinmekte olan hiicrelerde ve agresif
kanser hiicrelerindeki artmis ekspresyonu nedeniyle, referans olarak kullanilmasi
sakincalidir. B-aktinin aktif referans olarak kullanilmasini hiicre tipi, hiicrenin
proliferasyon seviyesi, hiicre dongiisliniin asamalar1 gibi sartlara gore degiskenlik
gostermesi nedeniyle tavsiye etmemektedirler. Yapilan caligmalar, farkli hiicrelerde
mRNA seviyelerinin karsilastirilmasi sirasinda standart kontrol olarak 18S rRNA'nin
secilmesinin  uygun olabilecegini, c¢esitli kanser dokularinda, hiicresel
metabolizmadan bagimsiz olarak, kararli bir sekilde eksprese edildigini
gostermektedir.

Test maddelerinin ozellikle kanserli hiicrelerde apoptoz mekanizmasini
calistirmast ve kanserli hiicrelerin segici olarak 6lmesini saglamasi durumunda, bu
maddelerin kanser tedavisinde ila¢ olarak kullanilabilmesi i¢in yapilacak diger

caligmalara olanak saglayacaktir
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Aletler

Sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij (Heraus), kuru hava sterilizatorii
(Niive), Otoklav, derin dondurucu (-20, -86), buzdolabi, manyetik karistirici, CO,
inkiibatorii (Heraus), steril kabin (Heraus), sivi azot kaplari, otomatik pipetler, kar-
buz makinesi (Scotsman), su banyosu (Clifton), eliza cihaz1 (ELx808-IU, Bio-Tek),
fluoresan mikroskobu (Olympus BX50), inverted mikroskop (Olympus IX71),
nanodrop (Nanovue), Rotor-Gene Q Series Software Version 2.0.2 (Corbett

Research), CG palm-cycler (CG1-96), 12 Kanalli mikropipet (eppendorf), dagitici
pipet (eppendorf).

3.2. Kullanmilan Kimyasal Malzemeler

RPMI 1640 (Sigma), Penicilin-Streptomycin (Sigma), Tripsin-EDTA solution
(Sigma), Sodyum bikarbonat (Sigma), % 3,7 Formaldehit (Merck), Dimethyl
Sulfoxide (Riedel de Haen), Formaldehit, CaCl, KCIl, NaCl, KH,PO4, Na,HPOy,,
EDTA, MTT (Sigma), DAPI (Sigma), Caspase-3 kiti (Chemicon APT165), LDH kiti
(Roche), Carboplatin (Sigma), Paklitaksel (Sigma), EGCG (Sigma), Sivi Azot.

3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

25 cm®lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar, cam meziirler, cam pipetler
(1, 2, 5 ve 10 ml hacimlerinde), enjektorler (10, 20 ve 50 ml hacimlerinde), 25, 50,
100, 250, 500 ve 1000 ml’lik durham siseleri, 10 ml’lik tek kullanimlik pipetler.
Steril polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril tek kullanimlik

filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Thoma lama.
3.4. Kullamlan Arac¢ ve Gerecin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan bazi cam ve plastik malzemeler ile sivi soliisyonlar
aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda 121 °C, 1.5 atm/Hg basingta 20 dakika,
bazi cam ve metal malzemeler de aliiminyum folyolara saril1 olarak sterilizatérde 180

°C’de 2 saat, siire ile steril edilerek kullanilmistir. Kullanilan bazi sivi kimyasallar
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0,2 mm aralikli selilloz nitrat filtreden gecirmek suretiyle steril edilerek

kullanilmigtir.
3.5. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi

Paklitaksel, karboplatin, EGCG, DMSO: Medyum (1:40 oraninda) ¢dziilerek

dozlar hazirlanmistir. Dozlar hazirlanir hazirlanmaz kullanilmistir.
3.6. Kullamlan Hiicreler

Ovcar-3 hiicreleri ATCC (American Type Culture Collection)’den satin
alinmistir. Ovcar-3 hiicreleri % 20 Fetal Bovine Serum, penisilin-streptomisin,
sodyum bikarbonat, MEM-Non-essential amino acid solution, insiilin, sodyum
pirtivat iceren RPMI 1640 with L-glutamine medyumda 37°C’de % 5 CO, igeren bir
ortamda kiiltire edilerek ¢ogaltilmislardir. Bu c¢alismanin yapilabilmesi igin
Universite Etik Kurulu’ndan 19/12/2011 tarih ve 284 sira numarasi ile izin

alimmustir.
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3.7. Yontem
3.7.1. In Vitro Sitotoksisite Testi (MTT Testi)
Mitokondriyal Aktiviteye Dayali MTT Testi

Kiiltiirdeki yasayan hiicre sayisini belirlemek i¢in direk ve indirek olmak
tizere iki yontem vardir. Direk yontemde tiim hiicreler sayilirken indirek yontem ise
yasayan hiicrelerin kiiltiir parametrelerindeki degisikligine dayanir. Tetrazolyum
boyasinin (MTT) hiicre sayisini belirleyen bir indikator olarak kullanimi ilk olarak
1980’11 yillarin basinda rapor edilmistir. MTT deneyi, sik sik hiicre poliferasyonunu
Olgen indirek indikator olarak kullanilmasima ragmen aslinda MTT mitekondriyal
aktivasyonu Ol¢en bir indikatdrdiir. MTT testi hiicre kiiltiirii esasina dayanan indirekt
olarak hiicre biiyiimesi ve/veya hiicre 6liimiinii degerlendirmeyi amaclayan bir ilag
duyarliligr testidir. Bircok arastirmaci tarafindan sitotoksisite arastirmalarinda
kullanilmaktadir. MTT yoOntemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler
kolorimetrik ve kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam
mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolyum halkasin1 pargalayabilmesi ilkesine
dayanmaktadir. Hizli ve dogrudan dehidrogenaz aktivitesini Olg¢er. Tetrazolyum
tuzlarinin formazan Triinlere doniisiimii, NADH veya NADPH‘in azalmasiyla
meydana gelir. (198)

Calismamizda; OVCAR-3 hiicreleri lizerinde EGCG, karboplatin ve
paklitakselin ayr1 ayri ve kombinasyonlariin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla MTT [3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide]
deneyi yapilarak etkili dozlar saptanmaya calisilmistir. Bu amagla yetistirilen
hiicrelerin canliliklar1 Trypan Blue boyamasi yapilarak belirlendikten sonra hiicreler
Thoma lamu ile sayilarak 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 5x10° olacak sekilde
ekilerek 48 saat kiiltiire edilmislerdir. 48 saatin sonunda kuyucuklardaki medyum
bosaltilarak farkli konsantrasyonlardaki test maddelerini igeren medyumlar plakalara
konulmustur. Test maddeleri ile belirlenen siireler (24 ve 48 saat) muamele edilen
hiicrelerden inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicreler 5
mg/ml” MTT soliisyonu ile canli hiicrelerin mitokondrial metabolik aktiviteleri
sonucu MTT boyasinin suda ¢dziinmeyen formazan tuzuna doniisebilmesi i¢in 2 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi

uzaklastirllmistir. Canli  hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin
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cozlinmesi i¢in her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki
hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda okutulmustur.
Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilik orant % 100 olarak kabul
edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlari yilizde olarak ifade edilmistir.
Hiicrelerin, deney setlerinde her test maddesi dozu icin 8 paralel halinde ekildigi
deneyler, birbirinden bagimsiz olarak 3 kez tekrarlanmistir. MTT deneylerinin
sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS programi kullanilmis ve elde
edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak

anlamliliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.
3.7.2. Apoptozun Tespiti

EGCG, karboplatin ve paklitakselin ayr1 ayr1 ve kombinasyonlarinin
OVCAR-3 hiicreleri tizerindeki apoptotik etkilerinin belirlenmesi amaciyla fluoresan
boyama ile morfolojik inceleme yapilmistir. MTT deneyleri sonucunda
belirlenenEGCG, karboplatin ve paklitakselin ayr1 ayri ve kombinasyon dozlariin
OVCAR-3 hiicreleri iizerinde apoptotik etkiye sahip olup olmadigini belirlemek
amactyla DAPI boyama yapilmustir. iglerine steril yuvarlak lameller yerlestirilmis
olan 6 kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler, 24 saat CO, inkiibatoriinde kiiltiire
edilmiglerdir. Bu siire sonunda kuyucuklardaki medyum uzaklastirilarak, maddelerin
sitotoksisite testleri sonucunda belirlenen etkili dozlari, lameller iizerine yapisan
hiicrelere 12 saat siiresince uygulanmistir. 12 saat sonrasinda kuyucuklardaki
medyum uzaklastirilmis, steril fosfatlanmig tampon ¢ozeltisi (PBS: 137 uM NaCl,
2.7 uM KCI, 15 uM KH,PO4, 8 uM NaHPO4; PH 7.3 ) ile yikamalar1 yapilan
lameller, PBS’de ¢6ziinmiis olan % 3.7°lik paraformaldehit ¢ozeltisi ile 37°C’de 15
dakika tespit edilmiglerdir. Tespit isleminin ardindan lameller 3 kez PBS ile
yikanarak, 30 dakika 37 °C’de 1mg/ml DAPI (4’6-diamidino—2 fenilindol) ile
karanlik ortamda inkiibe edilmislerdir. Lameller daha sonra PBS ile yikanarak
kapatilmig ve fluoresan mikroskobunda DAPI filtre kullanilarak incelenmis ve

fotograflari ¢ekilmistir.
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3.7.3.Real Time-PCR

RNA izolasyonu

1) 75 cm?” lik flasklara 1x10* hiicre olacak sekilde ekilerek 24 saat hiicrelerin
yapismasi i¢in inkiibasyona birakilmistir.

2 ) 48 saat inkiibasyonun ardindan MTT deneyinin sonuclarindan elde edilen
veriler 1s1¢inda  hiicreler, maddelerin belirlenen konsantrasyonlarina maruz
birakilmistir.

3 ) Hiicreler 24 saat siiresince maddelerle muamele edildikten sonra
(kombinasyon c¢alismalar1 i¢in 24 saat katekinin belirli dozlarima maruz birakilan
hiicrelerin medyumu degistirilmis, hiicreler PBS ile yikanmis, daha sonra karboplatin
ya da paklitakselin belirlenmis dozlar1 24 saat siire ile verilmistir) siipernatanla
birlikte, PBS, PBS-EDTA, tripsin yardimi ile hiicreler santrifiij tiipline toplanmis,
thoma lam1 4x10° hiicre kullanilmak iizere almip 1250 rpm’de 6 dakika santrifiij
edilmis, siipernatan uzaklastirilmistir.

4) Hiicrelerin iizerine Buffer RTL plus + Beta merkaptoetanol karigimi
konarak yavas yavas pipetlenmis ve genomik DNA’y1 tutan kolonlara konularak 10
000 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Boylece genomik DNA2nin kolonda
kalmas1 saglanmustir.

5) Alttaki genomik DNA’nin bulunmadigi lizatin iizerine 350 pl % 70’lik
etanol ekleyerek pipetlenmis ve pembe renkli kolonlara konarak 10 000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmistir.

6) Altta kalan siv1 atilarak kolona 700 pl RW1 eklenmis, 15 sn 10 000 rpm de
santrifiij edilmis ve s1v1 yine dokiilmiistiir.

7) Pembe kolonlarin tizerine 500 pl Buffer RPE konulmus, 14 000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmistir.

8) Daha sonra pembe kolonlar yeni bir toplama tiipiiniin tizerine koyululup
ayni islem tekrarlanarak 14 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

9) Kolon yeni bir toplama tiipiine koyulup, hi¢bir sey eklemeden kurumasi
icin 14 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

10) Kolon yeni temiz ependorf tiipii icerisine yerlestirildikten sonra {izerine
40ul RNAse Free Water tam orta kisima gelecek sekilde dikkatlice eklenmis ve 10
000 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir.
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11) Ustteki kolon atilarak, altta kalan RNA’lar nano dropta dlgiilmiis ve real
time PCR ig¢in islem yapilana kadar (-80)°C’de saklanmustir.

RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA’nin miktar1 ve safligini belirlemek amaciyla izole edilen RNA nanodrop
cihazinda 6l¢iilmiis 1 ngr DNA’ya ulasacak sekilde DNAse, RNAse free su ile dilue

edilmistir.
cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in, toplam hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon hazirlanmig

ve cDNA sentez islemi palm cycler cihazinda yapilmistir.

Tablo 4.1. cDNA sentezi i¢in kullanilan karigim icerigi

Quantiscript reverse transcriptase 1
Quantiscript reverse transcriptase 4
Buffer
Reverse transcriptase primer mix 1
RNA 14
Toplam 20
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Tablo 4.2. RT PCR i¢in miks igerigi

Karigim Miktar( ul)
Primer prob 10
Master Mix 1

RNase Free Water 4
cDNA 5
Toplam 20

3.8. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Cp degeri, PCR igindeki her bir egriye ait PCR iiriinii miktarin1 gosterdigi
varsayilan, bir 6rnegin PCR amplifikasyonuna basladig1 noktay1 ifade eder.

Rolatif kantifikasyon (Relative Quantification): Hedefin konsantrasyonu,
hedefin belli bir referansa orani olarak ifade edilir. Bu metot ile hedef ve referans
genin konsantrasyonlarini belirleyebilmek i¢in her ikisine ait standart egrilerin
kullanimina ihtiya¢ duyulur. Calismamizda real time pcr sonuglarimizi yorumlarken,
hedef genlerimizin konsantrasyon degerini referans genin konsantrasyon degerine
oranlayarak elde ettigimiz sonuglarin kontrol grubuna goére ne kadar degistigi

incelenmistir.



4.1.

MTT Test Sonuclari

4. BULGULAR
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B 100 uM
0150 uM
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3300 uM
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0550 uM

Sekil 5.1 EGCG’nin OVCAR-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile

degerlendirilmesi. (*) igareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05 ICs0:350 uM (48.saat)

I
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S o o O
1 1 1 )
*

*

Hiicre Canlilig (% Kontrol)

[N I e )
oS o o o O
1 1 1 1

Paklitaksel

* Ok ok oy
*%

2
Zaman (Giin)

ER
*
*
** k3
I]ji * %k
3

O 1 ul DMSO
B 0,312nM
00,625 nM
01,25nM
H25nM
O05nM

B 10nM
050 nM

B 100 nM

Sekil 5.2. Paklitaksel’in OVCAR-3 hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile

degerlendirilmesi. (*) igareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklari

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05 1Cs0:2.5nM (48.saat)
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Karboplatin
140 1
* *

~ 120 ] :
S
E
S 100 A » % 0 3 pl DMSO
E B 50 uM
< 80 A *
5 . 0 100 uM
2 60 0150 uM
§ . W 200 uM
5 Y] @250 uM
= *

20 1 * x k

0 T T 1
1 2 3
Zaman (Giin)

Sekil 5.3. Karboplatin’in OVCAR-3 hiicreleri lizerindeki etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) igareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklari

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05 ICs0: 150uM (48.saat)

Katekin (24 sa)-Paklitaksel (24 sa) Kombinasyon

_ 120 1 @ 3 p/ml DMSO

:é 100 W Katekin 350 pM+ Paklitaksel 1,25 nM

g O Katekin 350 uM+ Paklitaksel 2,5 nM

§« 507 0O Katekin 350 uM+ Paklitaksel 5 nM

%ﬁ 60 B Katekin 450 pM+ Paklitaksel 1,25 nM

5 40 O Katekin 450 pM+ Paklitaksel 2,5 nM

.§ 20 1 B Katekin 450 M+ Paklitaksel 5 nM

= O Katekin 550 pM+ Paklitaksel 1,25 nM
0 B Katekin 550 M+ Paklitaksel 2,5 nM

1
Zaman (Giin)

@ Katekin 550 M+ Paklitaksel 5 nM

Sekil 5.4. EGCG ve paklitaksel’in farkli dozlarimin birlikte uygulanmasinin
OVCAR-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti

kontrol grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Katekin (24 sa)-Karboplatin (24 sa) Kombinasyon

1209 @3 /ml DMSO

§ 100 - m Katekin 350 pM+ Karboplatin 50 M

=

g % O Katekin 350 pM+Karboplatin 100 uM

I i

< O Katekin 350 pM+ Karboplatin 150 yM

>80

= 60 7 B Katekin 450 pM+ Karboplatin 50 uM

'E * * * * *

8 40 - - O Katekin 450 pM+ Karboplatin 100 uM

* *

g 20 | Katekin 450 uM+ Karboplatin 150 uM

= T

== O Katekin 550 upM+ Karboplatin 50 M
0 B Katekin 550 M+ Karboplatin 100 yM

1
Zaman (Giin)

| Katekin 550 yuM+ Karboplatin 150 pM

Sekil 5.5. EGCG ve karboplatin’in farkl1 dozlarinin birlikte uygulanmasinin
OVCAR-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti

kontrol grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05
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Karboplatin ve paklitaksel antikanser ilag olarak uzun zamandir
kullanilmaktadir. EGCG, karboplatin ve paklitaksel tek basina kullanildiginda
OVCAR-3 hiicrelerinde, doza ve zamana bagli olarak hiicre sayisinda azalma
gorilmiistiir.

EGCG, MTT deneylerinde 100 uM ile 550 uM araliginda uygulanmustir. ik
giin 100 pM’lik doz hiicre sayisinda bir diisiis meydana getirmezken, 150 uM’lik
dozdan baslamak iizere hiicre sayisinda doza bagl bir azalma meydana gelmistir
(Sekil 5.1). 150 uM’lik dozda hiicre sayisinda ilk giin % 24 oraninda bir disiis
saptanmistir. En yiiksek doz 550 uM’da hiicre sayisindaki azalma % 53 oranindadir.
100 uM’lik EGCG dozu ikinci giin hiicre sayisinda % 20’lik diisiise neden olmustur.
550 uM’lik doz ikinci giin hiicre sayisinda % 73’liikk bir azalmaya neden olmustur
(Sekil 5.1) (p<0,05).

[k giin OVCAR-3 hiicreleri iizerine farkli dozlarda tek baslaria uygulanan
paklitaksel ve karboplatin hiicre sayisinda Onemli bir azalma meydana
getirmemislerdir (Sekil 5.2 ve 5.3). Bu nedenle paklitaksel ve karboplatinin
OVCAR-3 hiicreleri tlizerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenebilmesi amactyla MTT
deneyleri 3 giinliik yapilmigtir.

Paklitakselin en yliksek dozu (100 nM) ilk giin hiicre sayisinda % 19,5’lik bir
diisiise neden olmustur. Paklitakselin en diisiik dozu olan 0,312 nM’lik doz ikinci
giin % 45 oraninda hiicre sayisinda azalma meydana getirmistir (Sekil 5.2).

Karboplatinin en yiiksek dozu olan 250 uM’lik doz ilk giin hiicre sayisinda %
14°1iik bir disiis meydana getirmistir. Karboplatinin en diisiik dozu olan 50 uM’lik
doz hiicreler iizerinde 3 giin boyunca sitotoksik bir etki meydana getirmemistir. 100
uM’lik dozun ikinci giin hiicre saysinda meydana getirdigi azalma % 11°dir, bu oran
250 uM’lik dozda % 64”’tiir (Sekil 5.3) ( p<0,05).

EGCG (350 uM) once 24 saat uygulanip sonraki 24 saat paklitakselin 1,25
nM dozunun birlikte uygulanmasi sonucunda ilk giin hiicre sayisinda % 58 oraninda
bir diisiis belirlenmistir (Sekil 5.4). Oysa EGCG (350 uM) tek basina ilk giin hiicre
sayisinda % 35 oraninda azalma meydana getirirken (Sekil 4.1), paklitaksel (1,25
nM) tek basina % 6’lik diisiise neden olmustu (Sekil 4.2). EGCG ve paklitakselin
farkli dozlarinin birlikte uygulandigt MTT deneylerinde hiicre sayisinda 6nemli bir

diisiis oldugu Sekil 5.4’de goriilmektedir ( p<0,05).
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EGCG (350 uM) ve karboplatinin (50 puM) birlikte uygulanmasi
sonucunda ilk giin hiicre sayisinda % 59 oraninda bir diisiis meydana gelmistir (Sekil
5.5). EGCG (350 uM) tek basimna ilk giin hiicre sayisinda % 35 oraninda azalma
meydana getirirken (Sekil 5.1), karboplatin 50 uM ilk giin hiicre sayisinda hi¢
azalmaya neden olmamistir (Sekil 5.3). EGCG ve karboplatinin farkli dozlarinin
birlikte uygulanmasi sonucunda meydana gelen sitotoksik etkinin her iki maddenin
ayr1 ayr1 uygulandiginda meydana gelen etkiden daha fazladir (Sekil 5.5) ( p<0,05).

EGCG ve paklitakselin birlikte uygulanmasi ile ortaya ¢ikan etki ile (Sekli
5.4) EGCG ve karboplatinin birlikte uygulanmas: ile ortaya ¢ikan etki birbirine ¢ok
benzerdir. Paklitaksel ve karboplatin tek baglarina uygulandiginda hiicre sayisinda
onemli bir azalma goriilmezken, her iki madde EGCG ile birlikte uygulandiginda ilk
giin hiicre sayisinda onemli oranda bir azalma oldugu Sekil 5.4 ve Sekil 5.5°de

gozlenmektedir.



4.2. DAPI Boyama Sonuglar:

A)Kontrol

B)DMSO
Sekil 5.6. Ovcar 3 hiicrelerinin DAPI boyamalari
A) Kontrol (B) DMSO

*Hiicrelerde sar1 oklar apoptotik etkileri gostermektedir.
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DAPI Boyama Sonuclar1

C1) EGCG 250 uM
Sekil 5.7. Ovcar 3 hiicrelerinin DAPI boyamalar1 C. EGCG 150 uM
C1) EGCG 250 uM

*Hiicrelerde sar1 oklar apoptotik etkileri gostermektedir.
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DAPI Boyama Sonuclar1

C2) EGCG 350 uM

C3) EGCG 450 uM
Sekil 5.8. Ovcar 3 hiicrelerinin DAPI boyamalar1 C2) EGCG 350 uM
C3) EGCG 450 uM

*Hiicrelerde sar1 oklar apoptotik etkileri gdstermektedir.
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DAPI Boyama Sonuclar1

C4) EGCG 550 uM

D) Paklitaksel 1,25 Nm
Sekil 5.9. Ovcar 3 hiicrelerinin DAPI boyamalar1 C4) EGCG 550 uM
D) Paklitaksel 1,25 Nm

*Hiicrelerde sar1 oklar apoptotik etkileri gdstermektedir.
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DAPI Boyama Sonuclar1

D2) Paklitaksel 5 nM
Sekil 5.10. Ovcar 3 hiicrelerinin DAPI boyamalar1 D1) Paklitaksel 2,5 nM
D2) Paklitaksel 5 nM

*Hiicrelerde sar1 oklar apoptotik etkileri gostermektedir.



DAPI Boyama Sonuclar1

E) Karboplatin 50 uM

E1) Karboplatin 100 uM
Sekil 5.11. Ovcar 3 hiicrelerinin DAPI boyamalar1 E) Karboplatin 50 uM
E1) Karboplatin 100 uM

*Hiicrelerde sar1 oklar apoptotik etkileri gostermektedir.
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DAPI Boyama Sonuglar1

E2) Karboplatin 150 uM

F) Katekin 350 uM + Paklitaksel 2,5 nM
Sekil 5.12. Ovcar 3 hiicrelerinin DAPI boyamalar1 E2) Karboplatin 150 uM
F) Katekin 350 uM + Paklitaksel 2,5 nM

*Hiicrelerde sar1 oklar apoptotik etkileri gostermektedir.
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DAPI Boyama Sonuglar1

F1) EGCG 450 uM + Pakltaksel 2,5 Nm

F2) EGCG 350 uM + Karboplatin 100 pM
Sekil 5.13. Ovcar 3 hiicrelerinin DAPI boyamalar1 F1) Katekin 450 pM +
Pakltaksel 2,5 Nm F2) EGCG 350 uM + Karboplatin 100 uM

*Hiicrelerde sar1 oklar apoptotik etkileri gostermektedi



DAPI Boyama Sonuclari

F3) EGCG 450 uM + Karboplatin 100 pM
Sekil 5.14. Ovcar 3 hiicrelerinin DAPI boyamalar1 F3) Katekin 450 uM +
Karboplatin 100 pM

*Hiicrelerde sar1 oklar apoptotik etkileri gostermektedir.
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EGCQG, karboplatin ve paklitaksel’in tek baslarina ve birlikte OVCAR-3
hiicreleri iizerinde meydana getirdikleri apoptotik etkilerin morfolojik olarak
saptanmasi i¢in, MTT testleri sonucunda etkili goriilen dozlar hiicrelere uygulanmis
ardindan DAPI boyama yapilmistir. EGCG, karboplatin ve paklitakselin tek baslarina
ve birlikte uygulandigi hiicrelerinin ¢ekilen fotograflarinda bulunan oklar apoptotik
hiicreleri gostermektedir. DAPI uygulanmis ve kondanse olmus niikleus morfolojisi
apoptotik olarak ifade edilmektedir. DAPI plasma membranindan gecerek kromatini
maviye boyamaktadir. Apoptotik hiicrelerde, hiicre ¢ekirdeklerinin kii¢iik pargalara
ayrildig1 ve c¢ekirdeklerin kondanse oldugu gozlenmistir. Test maddelerinin ¢oziiciisii
olarak kullanilan DMSO, OVCAR-3 hiicre morfolojisinde degisiklik meydana
getirmemistir (Sekil 5.6 B). EGCG dozlarinin 12 saat siireyle uygulandigit OVCAR-3
hiicrelerinde hiicre ¢ekirdeklerindeki fragmentasyonun doza bagli olarak arttig1
gozlenmistir. Katekin 350 pM + Paklitaksel 2,5 nM (Sekil 5.12 F) ve Katekin 450
uM + Paklitaksel 2,5 nM (Sekil 5.13 F1) uygulanan kombine dozlarda apoptotik etki

gozlenmistir.

4.3. Real Time PCR Sonuclar

Katekinle 24 saat muamele edilen hiicrelerin VEGF gen ekspresyon
seviyesinde housekeeping gen 18S rRNA'ya oranlandiginda belirgin oranda diisiis
goriilmektedir. Bir proliferasyon marker: olan Ki-67 gen seviyesinde de VEGF'ye
yakin oranda diisiis gézlenmistir. IRS-1 gen ekspresyonu seviyesinin kontrol grubu
da dahil olmak {iizere diger genlere oranla ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir. Katekin
uygulamasiyla seviyenin daha da diistiigli gorilmektedir. Ancak COX2 gen
seviyesinde goze ¢arpan bir degisim goriilmemektedir.

Paklitaksel uygulanan hiicrelerde VEGF ve Ki-67 seviyesinde 3 kat diisiis
meydana gelirken COX-2 ve IRS1 seviyelerinde belirgin diisiis goriilmemistir.

24 saat karboplatin ile muamele edilen hiicrelerden elde edilen sonuglara gore
gen seviyesinde madde etkisiyle belirgin bir diisiis goriilmemektedir.

Bu sonuclara gore EGCG ve paklitaksel VEGF ve Ki-67 ekspresyon
seviyesini diisiirmesine ragmen COX-2 ve IRS-1 geni iizerinde anlamli bir etki

meydana getirmemistir.
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Diger yandan maddelerin kombinasyonlarinin uygulanmasi da gen
ekspresyon seviyelerinde tek basina uygulanan gruplara gore anlamli bir fark
meydana getirmemistir. Maddelerin tek basina uygulandigi gruplardakine benzer
sekilde hem EGCG ve karboplatin kombinasyonu, hem de EGCG ve paklitaksel
kombinasyonu VEGF ve Ki-67 gen ekspresyon seviyesini yaklasik 4 kat diisirmiis,

COX-2 ve IRS-1 genleri iizerinde ise anlamli bir fark olusturmamastir.

| Threshold|

p 5 10 15 40 45 50
Cycle

Sekil 5.15. Test Maddelerinin uygulandig1 6rneklerde house keeping gene (18S
rRNA) ait amplifikasyon egrileri
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Sekil 5.16. Test Maddelerinin uygulandig: 6rneklerde IRS-1 genine ait

amplifikasyon egrileri
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Sekil 5.17. Test Maddelerinin uygulandig1 6rneklerde Ki-67 genine ait amplifikasyon

egrileri
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Sekil 5.18. Test Maddelerinin uygulandig: 6rneklerde COX-2 genine ait
amplifikasyon egrileri
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Sekil 5.19. Test Maddelerinin uygulandig1 6rneklerde VEGF genine ait

amplifikasyon egrileri



Tablo 5.1 Test maddelerinin uygulandig1 genler ve degisim oranlari
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Isim /Genler VEGF/18SrRNA | Ki-67/18SrRNA | Cox-2/18SrRNA | IRS1/18SrRNA
Kontrol 0,1120 0,1295 3,4E-05 0,0029
DMSO 0,1201 0,1238 3,0E-06 0,0027
Katekin 150 0,0360 0,0258 2,0E-07 0,0014
Katekin 250 0,0180 0,0124 3,0E-07 0,0018
Katekin 350 0,0272 0,0249 2,9E-05 0,0026
Katekin 450 0,0197 0,0208 7,8E-06 0,0022
Katekin 550 0,0383 0,0293 1,3E-04 0,0036
Pakli 1,25 0,0137 0,0312 5,3E+01 0,0041
Pakli 2,5 0,0355 0,0581 3,1E-05 0,0093
Pakli 5 0,0388 0,1200 3,1E-05 0,0065
Karbo 50 0,0794 0,0962 1,4E-05 0,0045
Karbo 100 0,0698 0,0523 2,0E-06 0,0046
Karbo 150 0,0337 0,0971 4,2E-05 0,0116
Katekin 350, Pakli

2,5 0,0346 0,0729 3,2E-06 0,0013
Katekin 450 Pakli

2,5 0,0074 0,0108 1,5SE+01 0,0045
Katekin 350 Karbo

100 0,0254 0,0316 4,0E-06 0,0041
Katekin 450 Karbo

100 0,0216 0,0409 2,5E-05 0,0041
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5. TARTISMA

Over kanseri  kadinlarda goriilen kanserlerin % 4’ {nii, jinekolojik
kanserlerinde % 25’ini olusturur ve kadinlarda jinekolojik kanserler i¢erisinde en sik
oliime sebep olan kanserdir (1). Over kanseri tanis1 koyulan hastalarin yaklasik %
75%i evre 3 ya da evre 4 olarak karsimiza ¢ikar. Onerilen terapatik yaklasim cerrahi
sitorediiksiyon, bunu takip eden paklitaksel ve platin grubundan olusan sistemik
kemoterapidir. Erken evre over kanserli hastalarda da ilk yapilan cerrahi rezeksiyona
genellikle kemoterapi eklenir. Ciinkii biiyiik bir kisminda cerrahi tek basina yeterli
olmazken ek tedaviye ihtiya¢ duyulur. Tiim evreler géz 6niinde bulunduruldugunda
ilk tedavi sonrasinda da relaps ihtimali % 62 olarak saptanmis olup, ileri evrelerde bu
oran % 80-85’tir. Bu yiizden dikkatler karsinogenezle alakali kritik hiicre yollarim
hedef alan biyolojik ajanlara ¢evrilmistir.Yine bu durum c¢aligmalart yeni tedavi
rejimleri aramaya ve ilk tedavi sonrasi ortaya ¢ikan ilag¢ direnci karsisinda alternatif
hedef molekiiller gelistirmeye yonlendirmistir (4-8).

Yeni kemoterapi alternatifi olarak kullandigimiz EGCG’nin antikarsinojenik
etkileri; antioksidan-prooksidan etki, antianjiogenetik etki, apoptotik-hiicre yasam
dongiistinii diizenleyici etki olmak {lizere literatiir calismalariyla belirlenmistir.
Calismamizda bu mekanizmalarda apoptotik etkisinin iizerinde durarak ulastigimiz
sonuclar; Ovcar-3 hiicre kiiltiirii tizerinde EGCG’nin farkli dozlarinin hem tek basina
uygulandiginda hem de klasik kemoterapatikler olan paklitaksel ve karboplatinin
fakli dozlariyla yapilan kombine uygulamalar1 sonucunda kanser hiicrelerini anlamli
sekilde yok ettigi, iistelik kombine kullanimda tek basina olan etkileri potansiyelize
ederek toplamda daha fazla hiicreyi apoptoza wugrattigini gordiik. Yine
proliferasyondan sorumlu oldugu bilinen VEGF ve Ki-67 iizerinde de anlamlh
azalmaya sebep oldugu ulastigimiz diger bir sonugtu.

Caligmamizda kullanilan Ovcar 3 hiicre kiiltiirii; yiiksek metastaz 6zelligi
gosteren, anormal karyotipe sahip, hormon reseptorleri igeren, ilag rezistansini
gosteren hiicre kiiltliriidiir. Bu yilizden birgok antikanser ajanin etki ve
mekanizmalarinin ¢alisilmasinda uygun bulunmaktadir. Skov3, PA-1 gibi diger
benzer ovaryen kiiltiirlerden farki da p53 mutanti bulundurmasidir. Calismamizda

P53 mutatnt1 bulundurmasindan faydalanmasakta bu 6zelligi kullanilarak farki hiicre
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kiiltiirleriyle yapilmis ¢alismalarda EGCG’nin etki mekanizmasi aragtirilmak
istenmistir

Hiicre canliligimmi tespit etmek amaciyla XTT,MTS,WST1 ve MTT gibi
uygulamasi kolay olan yontemler benzer ¢alismalarda sik olarak kullanilirlar. Biz de
calismamizda bir¢ok arastirmaci tarafindan sitotoksisite ¢alismalarinda kullanilan
MTT testini tercih ettik (199). Yine bu testin en biiyiik avantaji hem basit ve hizli bir
yontem olmasi hem de ilaglarin birden fazla konsantrasyonlarinin ayni anda
calisilabilmesidir. Bu yontemle hiicre proliferasyonuna ve oliimiine neden olabilen
birgok etmen belirlenebilmektedir. EGCG’nin farkli kanser tiirleriyle yapilan
caligmalarin MTT sonuglarina gore apoptozu tetikleyici etkisi hem konsantrasyon
hem de siireye bagli olarak artmaktadir.

Calismamizda oncelikle apoptotik-hiice yasam dongiisiinli diizenleyici etkisi
iizerinde yogunlastik. Apoptozun tayini ic¢in kullanilan yontemler apoptozun
tetiklenmesi sirasinda meydana gelen karakteristik olaylarin 6l¢limii prensibine
dayanir. Ozellikle de DNA fragmantasyonu ve fosfatidilserin kalintilarinin hiicre
membraninin dis ylizeyine ¢ikmasi apoptozun belirlenmesinde en ¢ok kullanilan
ozelliklerdir (199). Bu amagla yani apoptozu belirlemek icin kullandigimiz bir
yontem DAPI boyama oldu. Bu yontemde kullanilan boya flouresan bir madde olup
DNA'’ya baglanabildiginden hiicrenin kromatini dolayisiyla niikleusu goriiniir hale
gelebilir, sonug olarak ise 6lii hiicre ile yasayan hiicrenin ayrimina olanak tanir. Bu
boyama yoOntemindeki prensip; canliligin belirleyicisi, hiicrenin plazma
membraninin intakt olup olmadigidir. Bu sekilde boyanan hiicreler ise bir flouresan
mikroskobu ile kolaylikla taninabilirler. Farkli ¢alismalarda kullanilan bir yontem
olan TUNEL yontemini, nekrotik hiicreleri de apoptotik hiicre olarak
degerlendirdiginden kendi ¢calismamizda tercih etmedik (200).

Son yillarda farkli kanser tiirlerinde ila¢ direncine karsi alternatif denenen
hedef molekiillerden birisi de EGCG’dir. EGCG yesil cay’da bulunan, toplam
polifenollerin % 50-80’ini olusturan ve kanser biiylimesini engelledigi bilinen bir
polifenol yapitasidir. Fakat over kanseri iizerindeki etkileriyle ilgili caligmalar
sinirhidir (201). Invitro galismalar meme, prostat, akciger, pankreas, kolon kanseri ve

lenfoma hiicreleri iizerinde yapilmis ve yapilmaya devam edilmektedir.
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Calismamizda EGCG’nin  over kanseri lzerindeki etkisini farkli ilag
kombinasyonlariyla birlikte degerlendirdik.

EGCG’nin apoptotik mekanizmas: ile ilgili ¢aligmalar incelendiginde;
etkisinin hiicre kiiltiiriine ve kullanilan katekin konsantrasyonuna gore farklilik
gosterdigi goriilmektedir. Caligmamizda EGCG’yi , MTT deneylerinde 100uM ile
550uM araliginda uyguladik. Ik giin 100pM’lik doz hiicre sayisinda bir diisiis
meydana getirmezken, 150uM’lik dozdan baslamak iizere hiicre sayisinda doza bagh
bir azalma meydana geldi (Sekil 5.1). 150 uM’lik dozda hiicre sayisinda ilk giin %
24 oraninda bir diisiis saptandi. En yiiksek doz 550uM’da hiicre sayisindaki azalma
% 53 oranindaydi. 100puM’lik EGCG dozu ikinci giin hiicre sayisinda % 20’lik
diisiise neden olmusken, 550uM’lik doz ise ikinci giin hiicre sayisinda % 73’liikk bir
azalmaya neden oldu. Sonug olarak tek basina EGCG uygulamasinda 48 saat sonra
saptanan IC 50 degeri bizim ¢alismamizda 350uM’1n biraz lizerindeydi. Literatiirde
EGCG ile yapilan calismalarin ¢cogunda apoptoz EGCG’nin 50puM’dan yiiksek
konsantrasyonlarinda gozlemlenmistir (194). HPV-16 ile iligkili servikal kanser
hiicre hattinda (CaSki) Ahn ve ark. (202) tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada 24
saatte 35uM EGCG konsantrasyonunda hiicre yasam dongiisiiniin G1 fazinda
duraksadig1 belirlenmistir. Apoptoz ise ayni siirede ancak 100uM konsantrasyonda
gozlenebilmistir (202). MCF7 meme kanseri hiicre kiiltiirlinde yapilan bir calismada
24 saat 30uM EGCG ile muamele edilen hiicrelerde akis sitometrik DNA analizi ile
GO/G1 duraksamasi1 gosterilmistir (203). Hsuuw ve ark.’nin (201) yaptiklar1 bir
caligmada ise, insan meme kanseri hiicre kiiltiirinde (MCF-7) 50uM EGCG
konsantrasyonunda apoptozun, 100uM’in Tlizerindeki konsantrasyonlarda ise
nekrozun tetiklendigi gosterilmistir (204). Bu ¢alismalar EGCG’nin anti-kanser
mekanizmasinda apoptoz kadar hiicre yasam dongiisiinde duraksamanin ve nekrozun
da etkin olabilecegini gostermektedir. Islam ve ark.’nin (205) yaptigi ¢calismada insan
kondrosarkoma (HTB-94) hiicre kiiltiirinde EGCG’nin diisiik konsantrasyonlarda
dahi (5uM) hiicrelerde DNA fragmantasyonu ile belirlenen apoptoz tetiklenmesine
ve kaspaz-3 aktivasyonuna sebep oldugu gosterilmistir (205). Ayni ¢alismada genel
kaspaz inhibitérii (Z-VAD-FMK) ve spesifik kaspaz-3 inhibitéri (DEVD-CHO)
kullanilarak apoptozun engellendigi de belirlenmistir. Qanungo ve ark. (203)

yaptiklar1 ¢calismada cesitli pankreatik kanser hiicre kiiltlirlerinde 100uM EGCG ile
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24 saat inkiibasyon sonucu apoptoz tetiklendiginde; mitokondriden sitokrom c
salinmasi, aktif kaspaz-3 ve kaspaz-9 immiinoflouresan mikroskobisi ve western blot
yontemleri ile belirlenmistir (206). Gupta ve ark. (204) yaptiklari ¢aligmada da
epidermoid karsinom (A431) hiicre kiiltiirinde EGCG ile apoptoz tetiklendiginde
kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 ekspresyonlarinda artis oldugu western blot analizi
ile belirlenmistir (207). EGCG’nin Kaspaz-9 aktivasyonunu ve sitokrom c¢
salimmasini sagladigina dair ¢aligmalar mevcuttur (194). Roy ve ark. (205) yaptiklar
bir ¢calismada 20-60pg/ml EGCG’nin insan meme kanser hiicre kiiltiirinde (MDA-
MB-468) Bcl-2 anti-apoptotik proteininin ekspresyonunda azalmaya sebep oldugu ve
Bax pro-apoptotik proteinin ekspresyonunda da artigsa yol agtig1 belirlenmistir (208).
Saglikli insan lenfositlerinde Kanadzu ve ark. (209) tarafindan gergeklestirileren
calismada, EGCG’nin 10uM ve daha diisiik konsantrasyonlarda DNA kiriklarin
engelledigi, 1000uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda DNA kiriklarinin
olugmasina neden oldugu gosterilmistir (209).

Biz calismamizda en yiiksek EGCG dozu olarak 550uM kullandik. Ama
toksik sinirin ne oldugu konusunda yiiksek dozlar uygulamadigimizdan ve invitro bir
deney oldugundan fikir sahibi olamadik. Bu konuda bildirilen bazi ¢alismalar yesil
cay deriveleri ile karaciger toksisitesi arasinda bir baglant1 oldugunu gostermistir.
Joshua ve ark. (210) yiiksek dozda EGCG verdikleri farelerde hepatotoksik etkilerini
calismislar ve tek yiiksek dozda (1000mg/kg) karaciger fonksiyonlarinda 138 kat
artis gozlemlemislerdir. EGCG hepatotoksisitesinin hepatik lipit peroksidasyonunu
artirmasiyla meydana gelen oksidatif stres sonucu meydana geldigini One
stirmiislerdir (210). Bu c¢alismayla ileride muhtemel yapilacak olan hayvan ve insan
caligmalarinda dikkat edilmesi gerekecek dnemli bir ayrint1 belirtilmistir.

Over kanserinde standart tedavi platin tabanlidir. Platin igermeyen tedavilere
yanit % 40 iken, platin i¢eren tedavilere yanit % 60-80 civarindadir. Hastalarin % 70
inde platin ve paklitaksel tabanli kemoterapiye yonelik olumlu ilk cevaba ragmen,
cogu ilerleyen zamanlarda kemoterapiye diren¢ artist ile karsimiza ¢ikarlar.
Tedavinin basarisizliginda ¢oklu kemoterapik ajanlara direng baglica nedenlerdendir.
Tedavi nedeniyle DNA tamirine yapilan mudahaleler kanser hiicrelerinin ilaca direng
gelistirmesinin  baslica nedenlerindendir. Fakat, ilk baslangictaki ilaca karsi

direncliligin asil sebebi heniiz bilinmemektedir. Yapilan bir calismada S100P’nin
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(kalsiyum binding protein ailesinden) overekspresyonunu, ilaca karsi direngli over
kanserli hastalarda gozlemlenen zayif bir prognoz ile iliskilendirmislerdir. Ayni
calismada, S100P’nin up-regule edilmesiyle, over kanseri hiicre kiiltiirleri olan
SKOV3 ve OVCAR-2’nin karboplatin ve paklitaksel’e kars1 hassasliginin arttigini
gostermislerdir. SI00P’nin, over kanser hiicrelerinin ilaca karsi direng fenotipinde
onemli bir rol oynadigini 6ne slirmiislerdir. Bu aragtirma sonucunda, S100P’nin over
kanser hiicrelerinde faydali bir kemosensitivite markirt oldugu diisiiniilmektedir.
Over kanserinin paklitaksele karst gozlenen direnci hakkinda cesitli potansiyel
mekanizmalar One siliriilmiistiir. Bunlarin i¢inde hedef protein beta-tubulindeki
mutasyonlar ve ABCB1 genindeki tek nukleotit polimorfizmleri de bulunmaktadir.
ABCBI transport protein olan P-glikoproteinini sifreler. Ote yandan, ilaca karsi
diren¢ hakkinda bilinen mekanizmalar, karboplatin ve platin kaynakli sitoplazmik
detoksifikasyon nedeniyle olusmus, artmis DNA tamirini igerir. Daha giincel
caligmalar gostermistir ki platin ve paklitaksel tedavileriyle iyilesmis over kanser
hiicreleri daha yiiksek p53 ve mdr-1 seviyeleri gostermislerdir (211, 212).

Klasik tedavi protokoliimiizde paklitaksel ve karboplatin birlikte yer
aldigindan oncelikle ¢alismamizda Ovcar-3 hiicre kiiltiiriinde bu iki kemoterapatik
ajanin tek baslarina etkilerini ve IC 50 degerlerini belirledik. Paklitaksel 0,312nM ile
100nM arasinda uygulandi. IC 50 degeri 48 saat ig¢in 2.5 nM olarak belirlendi.
Karboplatin 50uM ile 250uM arasinda uygulandi. IC 50 degeri 150 uM’in biraz
iizerindeydi. Bir caligmada farkli kemoterapi alternatifi olarak, over kanseri hiicre
kiiltiirlerinde birgok hiicre sinyal yolaginda gorev alan, proliferasyondan |,
sagkalimindan non reseptor tirozin kinaz olan SRC’yi  engelleyen dasatinib
denenmis, paklitakselin IC50 degeri 3nM, karboplatinin IC50 degeri 320nM olarak
belirlenmistir. Bu degerler kismen bizim ¢alismamizdakine benzerdi. Dennah ve
arkadaglarinin farkli hiicre kiiltlirleri lizerinde yapilan ¢aligmasinda dasatinib gibi
SRC inhibitorlerinin over kanserli hastalarin tedavisinde kullanilabilecegi
gosterilmistir (213).

Caligmamizda paklitakselin en yiiksek dozu (100 nM) ilk giin hiicre sayisinda
% 19,5’1ik bir diisiise neden olmusken, en diisiik dozu olan 0,312 nM’lik doz ikinci
giin % 45 oraninda hiicre sayisinda azalma meydana getirmistir. Karboplatinin en

yiiksek dozu olan 250 uM’lik doz ilk giin hiicre sayisinda % 14’lik bir diisiis
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meydana getirip, karboplatinin en diisiik dozu olan 50 uM’lik doz hiicreler iizerinde
3 giin boyunca sitotoksik bir etki meydana getirmemistir. 100 uM’lik dozun ikinci
giin hiicre sayisinda meydana getirdigi azalma % 11°dir, bu oran 250 uM’lik dozda
% 64’tiir.

Tek tek uygulanan ilaglar, sonrasinda ikili kombinsayonlar halinde uygulanip
sonuglar degerlendirildi. EGCG’nin farkli dozlar1 24 saat uygulandiktan sonra
paklitaksel ve karboplatinin farkli dozlar kiiltiire eklenmistir. EGCG (350 uM) ve
paklitakselin (1,25 nM) farkli dozlarmin birlikte uygulanmasi sonucunda ilk giin
hiicre sayisinda % 58 oraninda bir diisiis belirlenmistir (Sekil 5.4). Oysa EGCG (350
uM) tek basina ilk gilin hiicre sayisinda % 35 oraninda azalma meydana getirirken
(Sekil 5.1), paklitaksel (1,25 nM) tek basina % 6’lik diisiise neden olmustu (Sekil
5.2). EGCG ve paklitakselin farkli dozlarinin birlikte uygulandigt MTT deneylerinde
hiicre sayisinda onemli bir diislis oldugu oldugu Sekil 5.4’te goriilmektedir. EGCG
(350 uM) ve karboplatinin (50 uM) farkli dozlarinin birlikte uygulanmasi sonucunda
ilk glin hiicre sayisinda % 59 oraninda bir diisiis meydana gelmistir (Sekil 5.5).
EGCG (350 uM) tek basina ilk giin hiicre sayisinda % 35 oraninda azalma meydana
getirirken (Sekil 5.1), karboplatin 50 uM ilk giin hiicre sayisinda hi¢ azalmaya neden
olmamustir (Sekil 5.3). EGCG ve karboplatinin farkli dozlarinin birlikte uygulanmasi
sonucunda meydana gelen sitotoksik etki her iki maddenin ayr1 ayr1 uygulandiginda
meydana gelen etkiden daha fazladir (Sekil 5.5).

EGCG ve paklitakselin birlikte uygulanmasi ile ortaya ¢ikan etki ile EGCG
ve karboplatinin birlikte uygulanmasi ile ortaya ¢ikan etki birbirine ¢cok benzerdir.
Paklitaksel ve karboplatinin tek baslarina uygulandiginda hiicre sayisinda 6nemli bir
azalma goriilmezken, her iki madde EGCG ile birlikte uygulandiginda ilk giin hiicre
sayisinda dnemli oranda bir azalma oldugu Sekil 5.4 ve Sekil 5.5’te gozlenmektedir.
Elde edilen verilerden hareketle tek ajan ila¢ kullanimi yerine kombine kullanimin
sonu¢ olarak tek tek etki toplamindan daha yararli olacagi sOylenilebilir. Yani
EGCG, paklitaksel ve karboplatinin etkilerini potansiyalize etmistir. Literatiirde
EGCG’nin over kanserinde kombine tedavide kullanimiyla ilgili heniiz sinirh sayida
calisgma mevcutken, farkli kanser tiirleri {lizerinde cesitli calismalar yapilmistir.
Bunlardan birisi Ting Luo ve ark. (214) yaptigidir. Calismada oncelikle iic meme

kanseri hiicresinin paklitaksele kars1 sensitivitesi belirlenmis. Sonra EGCG eklenerek



75

hiicrelerin yasam oranlar1t WST assay yontemi ile belirlenip, dramatik bir azalma
oldugu tespit edilmistir. Onceki calismalar paklitakselin apoptoz iizerindeki etkisinin
JNK aktivasyonu ile ilgili oldugunu gostermistir. Calismada da EGCG’nin bu
mekanizmay1 potansiyalize ettigi sOylenmistir. Yapilan bagka bir c¢alismada
EGCG’nin Ehrlish asit karsinomasinda doksorubisinin etkilerini potansiyelize ettigi
gosterilmistir. Ayni ¢alismada EGCG’nin, sulindak ve tamoksifenle kullanildiginda
sinerjitik etkiyle akciger kanserinde de inhibisyon o6zelligine sahip oldugu
belirtilmistir (214).

VEGF, epitelyal over kanserlerinin de dahil oldugu pek cok tiimoral doku
tarafindan salgilanan anjiogenik bir faktdrdiir ve beyin tiimoriinde 6dem, over
kanserinde asit olusumu ve metastaz gelismesinin dnemli mediatorlerinden biridir.
VEGF ailesinin diger iiyelerinin (VEGF-B, VEGF-C gibi) overdeki fonksiyonlari
tam olarak bilinmemekle birlikte Sowter ve ark. (160) normal over dokusu ve
epitelyal over kanserli hastalar1 VEGF yoniinden karsilastirdiklar1 ¢alismada, sadece
VEGF ile VEGF-B diizeylerinin tlimorii olan over dokusunda daha yiiksek seviyede
bulundugunu saptamiglardir (158-160). Bizim ¢alismamizda da EGCG ile 24 saat
muamele edilen hiicrelerin VEGF gen ekspresyon seviyesinde housekeeping gen 18S
rRNA'ya oranlandiginda belirgin oranda diisiis goriilmektedir. Yine bir ¢aligmada
EGCG ve curcumin birlikte meme kanseri hayvan modelinde kullanildiginda
VEGFR-1’1 de azaltarak biiyiimeyi anlamli durdurmustur (214).

Calismamizda bir proliferasyon markir1 olan Ki-67 gen seviyesinde VEGF'ye
yakin oranda diislis gozlenmistir. IRS-1 gen ekspresyonu seviyesinin kontrol grubu
da dahil olmak {iizere diger genlere oranla ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir. Katekin
uygulamasiyla seviyenin daha da diistiigli gorilmektedir. Ancak COX2 gen
seviyesinde goze carpan bir degisim goriilmemektedir. Paklitaksel uygulanan
hiicrelerde VEGF ve Ki-67 seviyesinde 3 kat diisiis meydana gelirken COX-2 ve
IRSI1 seviyelerinde belirgin disiis goriilmemistir. 24 saat karboplatin ile muamele
edilen hiicrelerden elde edilen sonuglara gore gen seviyesinde madde etkisiyle
belirgin bir diislis goriilmemektedir.

Bu sonuglara gore EGCG ve paklitaksel VEGF ve Ki-67 ekspresyon
seviyesini diisiirmesine ragmen COX-2 ve IRS-1 geni iizerinde anlamli bir etki

meydana getirmemistir.
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Diger yandan maddelerin kombinasyonlarinin uygulanmasi da gen
ekspresyon seviyelerinde tek basina uygulanan gruplara gore anlamli bir fark
olusturmamistir. Maddelerin tek basina uygulandigi gruplardakine benzer sekilde
hem EGCG ve karboplatin kombinasyonu, hem de EGCG ve paklitaksel
kombinasyonu VEGF ve Ki-67 gen ekspresyon seviyesini yaklasik 4 kat diistirmiis,
COX-2 ve IRS-1 genleri lizerinde ise anlamli bir fark olusturmamistir. Sonug olarak
hem bizim g¢alismamiz hem yapilan ¢aligmalar; EGCG’nin kanser onleyici etkisi
genetik polimorfizmle alakali oldugunu gostermistir.

Biitlin ¢alismalar g6z oniine alindiginda EGCG’nin anti-kanser mekanizmasi
halen tam olarak aydinlatilamamistir ve dolayistyla giincel arastirma konusudur
(196). EGCG tiimor progresyonu lizerine farkli kanser hiicre kiiltlirlerinde farkli
mekanizmalar {izerinden etki etmektedir. Altta yatan mekanizmalar oldukca
kompleks gibi goriilmektedir.

Fizyolojik bir siire¢ olan apoptoz, enflamasyona neden olmadigindan ve cevre
dokulara zarar vermediginden kanser terapisinde tercih edilen bir yoldur. EGCG’nin
potansiyel antikanser etkisinin daha derinlemesine anlasilabilmesi i¢in ¢alismamizin
temel olusturabilecegine inanmaktayiz. EGCG’nin normal hiicrelere kiyasla kanser
hiicrelerine daha fazla hasar vermesi bu maddenin kanser hiicrelerine yonelik
kullanim potansiyelini arttirmaktadir.

Calismalar sirasinda her {ic maddeninde ayni anda hiicre kiiltiiri {izerine
verildiginde normalde beklenen etkinin ikili kombinasyonlardan yola ¢ikarak
hiicrelerin biiyiikk bir kismini yok etmis olmasi gerekirken hiicre sayisinda artma
olmas1 sasitici bir sonu¢ olmustur. Bu sonucun ardindan EGCG ile 24 saat muamele
edilen hiicreler paklitaksel ve karboplatinle muamele edilmis ama bu seferde MTT
testi uygulanabilecek yada DAPI boyama yapilabilecek materyale ulasilamamustir.
Calismamizda sonrasinda yapmamiz gereken maddelerin dozlarini azaltarak deneyi
tekrarlamak olabilirdi. Ama kullandigimiz dozlarimiz literatiirde kullanilan
dozlardan yola ¢ikilarak belirlendiginden her {i¢ maddeninde dozlarini diisiirerek
deneyi tekrarlamadik. Sonraki ¢alismalarda yeniden doz ayarlamasi yapilarak
kombinasyonun denenmesi ve sonuglarin yeniden degerlendirilmesini onerebiliriz.
Calismamizda EGCG’nin etkilerini sadece dort gen tizerinde arastirmis olmamiz da

calismamizin bu ydndeki sonuglarini smirlayict olmakla beraber kanser onleyici
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etkisinin genetik polimorfizmle de alakali oldugunu sdyleyebiliriz. Bu konunun da
gelecekteki caligmalarla fakli genlerle desteklenecegini 6ngoriiyoruz.

Sonu¢ olarak EGCG’nin tek basina oldugu gibi kombine kullaniminin
OVCAR-3 hiicreleri iizerinde zamana ve doza bagli olarak etki gosterdigini,
apoptotik etkisinin oldugunu, biiylimeyi inhibe ettigini, kombine kullanimlarda bu
etkisinin potansiyalize oldugunu, klasik kemoterapatiklere direng gelisen ya da ilag
toksisitesi gelisen durumlarda, tabiki Oncelikle invitro, ardindan hayvan ve insan
caligmalar1 sonucunda verilerimiz desteklenirse kombine kullanimda yeni bir ilag

olabilecegini soyleyebiliriz
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6. SONUC VE ONERILER

. Kanser; insan saghigin1 hem sosyal yonden hem ekonomik yonden etkileyen,

yasam kalitesini olumsuz yonde degistiren ciddi bir problemdir.

Over kanseri; gelismis iilkelerde kadinlarda rastlanan kanserler siralamasinda
akciger, meme, kolorektal ve pankreas kanserlerinden sonra besinci en sik
kanserle iligkili 6liim sebebidir ve kadin genital sistem kanser oliimlerinde birinci
siray1 almistir.

Genel olarak bakildiginda kadmnlarin % 2-3’tinde yasamlar1 boyunca malignite
gelisecektir.

Over kanserlerinde asil olarak birincil tedavi cerrahidir. Cerrahi sonrasi olgularin
cogunda kemoterapi uygulanir.

Epitelyal ovaryen kanserde kullanilan klasik kemoterapi karboplatin ve
paklitaksel kombinasyonudur.

Hiicre kiiltiirii teknigi kullanilarak yapilan aragtirmalar, ¢alismalarin hizli ve
tekrarlanabilir olmas1 nedeniyle yeni alternatiflerin gelistirilmesine olanak saglar
Fizyolojik bir siire¢ olan apoptoz, enflamasyona neden olmadigindan ve ¢evre
dokulara zarar vermediginden kanser terapisinde tercih edilen bir yoldur.

EGCG, son yillarda kanser tiirleri lizerinde farkli mekanizmalar kullanarak
antikanser etkisi onem kazanan yesil ¢ay derivesidir.

Tez kapsaminda EGCG’nin karboplatin ve paklitakselle kombinasyonlariin
ovcar 3 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisi MTT testi ve DAPI boyama ile
degerlendirilmistir.

Calismamizin konusu olan EGCG nin over kanseri iizerine kullanimi {izerine
heniiz sinirlt sayida calisma vardir. Kombine kullanimyla ilgili ¢alismalar
literatiir taramasinda saptanmamustir.

EGCG ile muamele sonucunda calisilan gen diizeyleri gostermistir ki; EGCG’nin
kanser Onleyici etkisi genetik polimorfizmle de alakalidir.

Calismamiz  dogrultusunda EGCG’nin tek basina oldugu gibi klasik
kemoterapatiklerle kombine kullanimimin OVCAR-3 hiicreleri iizerinde zamana
ve doza bagl olarak etki gosterdigini, apoptotik etkisinin oldugunu, biiylimeyi
inhibe ettigini, kombine kullanimlarda bu etkisinin potansiyalize oldugunu

sOyleyebiliriz.
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13. Kanser hastalarina uygulanan kemoterapatiklere diren¢ karsilasilan 6nemli bir
sorundur. Klasik kemoterapatiklere direng gelisen ya da ilag toksisite gelisen
durumlarda, oncelikle invitro, ardindan hayvan ve insan c¢aligsmalari sonucunda
verilerimiz desteklenirse kombine kullanimda EGCG’nin yeni bir ilag

olabilecegini soyleyebiliriz
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