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ÖZET 

Bahador E, Over Kanserlerinde BMP-7 ve BMP-2’nin İnvazyon ve Metastazdaki 

Etkisi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Histoloji – Embriyoloji 

Programı Doktora Tezi, Ankara, 2018. Over kanserleri geç dönem tanı koyulmaları ve 

tanı aldıklarında metastaz yapmış olmaları nedeniyle klinikte önem taşımaktadır. 

Epitel-mezenkim geçişi (EMT) over kanserlerinin patogenezinde rol oynamaktadır. 

Kemik morfojen proteinleri (BMP), transkripsiyon faktörleri ve integrinler EMT 

sürecinde etkilidir. Bu çalışmada hipotezimiz, over kanserlerinde BMP-2 ve BMP-7 

immünreaktiviteleri arasında ters korelasyon olduğudur. Çalışmamızda, lenf nodu 

tutulumu olan ve olmayan yüksek dereceli seröz over kanserinde BMP-2, BMP-7, 

ZEB2, ITG α5, ITG β1 immünreaktiviteleri indirekt immünperoksidaz ile, SKOV-3 hücre 

hattında indirekt immünperoksidaz ve immünofloresan yöntemi ile işaretlendikten 

sonra H-skor analiz ile değerlendirildi.  Gruplar arası fark istatistiksel olarak belirlendi. 

BMP-2 ve ZEB2 immünreaktivitesi lenf nodu tutulumu olan hem over hem lenf  nodu 

örneklerinde anlamlı olarak daha güçlü bulundu (p<0,000, p<0,000).  BMP-7 ile lenf 

nodu tutulumu olmayan over dokusu örneklerinde daha güçlü immünreaktivite 

gözlendi. ITG α5 immünreaktivitesi lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu 

örneklerinde daha güçlü saptandı (p<0,001). ITG β1 immunreaktivitesi lenf nodu 

tutulumu olmayan over dokusu ve lenf nodu tutulumu olan lenf nodu örneklerinde 

anlamlı olarak daha güçlü bulundu (p<0,001). Çalışmamızın in vivo ve in vitro 

sonuçları tümör hücrelerinde BMP-2 ile güçlü immunreaktivite, BMP-7 ile zayıf 

immünreaktivite gözlenmesi hipotezimizi doğrulamaktadır. Over kanserinde BMP-2 

ve BMP-7 ifadeleri ters korelasyon göstermektedir. BMP’lerdeki değişiklikler over 

kanserinde progresyonu etkilemektedir. BMP-7 artışı koruyucu mekanizmalarda rol 

oynayabilir.  

 

Anahtar Kelimeler: Over Kanseri, EMT,  BMP-7,  BMP-2,  ZEB2, integrin α5,  integrin 

β1 

Destekleyen kuruluş: Çalışmamız Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Birimi 

(TSA-2017-13046) tarafından desteklenmiştir.  

Çalışma 10-13 Mayıs 2018, Antalya’da yapılan 14. Ulusal Histoloji ve Embryoloji 

Kongresinde sözlü bildiri olarak sunulmuştur. 
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ABSTRACT 

Bahador E, Effect of BMP-7 and BMP-2 in invasion and metastasis of ovarian cancer, 

Hacettepe University Graduate School of Health Science, Histology – Embryology 

Program Doctorate Thesis, Ankara, 2018. Ovarian cancer is clinically important, 

because they are diagnosed late and have metastasis when they are diagnosed. 

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) plays role in the pathogenesis of ovarian 

cancer. Bone morphogenetic proteins (BMP), transcription factors and integrins are 

effective in the EMT process. Our hypothesis in this study is that there is an inverse 

correlation between BMP 2 and BMP 7 immunoreactivity in ovarian cancers. The 

immunoreactivities of BMP-2, BMP-7, ZEB2, ITG α5 and ITG β1 were determined by 

indirect immunoperoxidase in high grade serous ovarian cancer with and without 

lymph node metastasis and both indirect immunoperoxidase and 

immunofluorescence method was used for determing the immunreactivity of these 

molecules in SKOV-3 cell line. Data was evaluated by H-score analysis and the 

difference between the groups was statistically determined. The immunoreactivity of 

BMP-2 and ZEB2 was found significantly stronger in both ovary and lymph node 

samples with lymph node metastasis (p <0.000, p <0.000). BMP-7 immunereactivity 

was observed stronger in ovarian tissues without lymph node metastasis. The 

immunoreactivity of ITG α5 immunoreactivity was stronger in ovarian tissues without 

lymph node metastasis (p <0.001). The tumor cells showed stronger ITG β1 

immunoreactivity in lymph node samples with lymph node metastasis and ovary 

samples without lymph node metastasis (p <0.001). In vivo and in vitro results of our 

study showing strong positive immunreativity of BMP-2 and weak immunoreactivity 

of BMP-7 in tumor cells confirmed our hypothesis and showed BMP-2 and BMP-7 has 

inverse correlation.  Changes in the expression of BMPs affect progression in ovarian 

cancer. Increase in the level of BMP-7 expression may play a role in protective 

mechanisms from ovarian cancers. 

 

Key words: Ovary cancer, EMT, BMP-7, BMP-2, ZEB2, integrin α 5, integrin β1 

Supporting organization: Our work was supported by Hacettepe University Scientific 

Research Unit (TSA-2017-13046). 

Our work was presented as an oral presentation at the 14th National Histology and 
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1. GİRİŞ 

Over kanserleri en sık görülen jinekolojik malignitelerden biridir ve kadınlarda 

görülen beşinci ölüm nedenidir [1]. Over kanseri hastaları için ilaç direnci ve erken 

metastaz kötü prognoza neden olmaktadır[2]. Mortalite riski lenf nodu tutulumu 

varlığında 2.75 kez arttı gösterilmiştir [4]. Over kanserinin metastaz ve invazyonu, 

birçok düzenleyici molekülün aktivitesine bağlı olan karmaşık ve çok aşamalı bir 

süreçtir [5]. Over kanser invazyonu ve metastazında rol alan moleküllerin ve/veya 

sinyal yolaklarının tanımlanması, erken evrede tanı almaları için çok önemlidir [6]. 

Metastaz, hücre dışı matriks ve hücre-hücre bağlantılarındaki değişiklikleri 

içermektedir. Epitel-mezenkim geçişi (EMT), tümör hücrelerinin primer tümör 

bölgesinden ayrılması ve metastatik bölgelere bağlanma sırasında metastatik tümör 

ilerlemesi için gerekli bir adımdır. Birçok çalışma, epitelyal over kanseri (EOK) 

hücrelerinin EMT'sini destekleyen faktörleri incelemiştir [6,7]. 

EMT'de yer alan moleküler mekanizmaların daha iyi anlaşılması, yeni terapötik 

hedeflerin belirlenmesi ve EOK için yeni tedavi stratejilerinin oluşturulması açısından 

önemlidir [8]. Tümör hücresi stromasından kaynaklanan büyüme faktörleri, kanser 

hücrelerininde EMT sürecini uyaran transkripsiyon faktörlerini kullanarak EMT’yi 

başlatırlarlar [9]. 

Başlangıçta 1965'de [10] bir osteojenik faktör olarak açıklanan kemik 

morfogen proteinleri (BMP'ler),  hücre dışı çok işlevli sinyalleme sitokini ve etkili bir 

büyüme faktörü ve morfogen olarak kabul edilir ve transforme edici büyüme faktörü-

β (TGF-β) süper ailesinin bir üyesidir [11].  

BMP'ler embriyonik ve postnatal gelişimde ve aynı zamanda tümör gelişimi ve 

yayılmasında da işlevlerinden dolayı giderek daha fazla ilgi çekmektedir [12]. 

BMP'lerin tümör gelişimi ve yayılımındaki rolleri, anjiyogenez, epitel-mezenkim geçişi 

(EMT) ve kanser kök hücreleri gibi karsinogenezin çeşitli yönleriyle de yüksek oranda 

ilişkilidir [13,14]. BMP’ler, EMT sürecinde rol alan transkripsyon faktörleri üzerinden 

göçü etkilemektedir. ZEB2 proteini, TGFβ sinyal yolaklarında görev alan bir 

transkripsiyon faktörüdür. ZEB2’nin baskılanması EMT ve hücre proliferasyonunda 
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azalmaya sebep olmaktadır. ZEB2 ekspresyonunun düzenlenmesinin anlaşılması, 

kanser prognozunu anlamakta önemlidir [15]. 

 EMT’ye uğrayan metastatik hücreler göç sırası ve sonrası dokuda tutunmak 

için integrinleri kullanmaktadır. Birçok kanser türünde metastazda integrinlerin arttığı 

gösterilmiştir [16,17]. 

BMP-2 ve BMP-7’nin over kanseriyle ilişkisi gösterilmiştir ancak literaturde 

farklı sonuçlar mevcuttur ve bu ilişkinin mekanizması açık şekilde aydınlatılamamıştır. 

Bu gerekçelerden yola çıkarak çalışmamızda, lenf nodu metastazı olan ve olmayan 

over kanserinde BMP-2 ve BMP-7’nin ekspresyonları arasında fark olup olmadığı ve 

BMP-2, BMP-7, ZEB2, ITG α5 ve ITG β1 immünreaktivitelerinin değerlendirilmesi 

amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Over kanserleri 

Over kanserleri kadınlardaki kanser vakalarının %3 ünü oluşturmakla birlikte 

geç dönem tanı almaları ve yüksek ölüm oranları nedeniyle klinikte önem 

taşımaktadır. Hastaların üçte ikisi tanı aldıklarında, evre III veya IV olduklarından, beş 

yıllık sağkalım oranlarının % 25-30 veya daha az iken, evre I veya II hastaların beş yıllık 

sağkalım oranları % 80-95 oranında oldukları rapor edilmiştir [18]. 

Over kanserleri, epitelyal over kanseri (EOK), seks kord stromal tümörleri ve 

germ hücre tümörleri olmak üzere 3 çeşittir. Bunlardan epitelyal tümörler over 

kanserlerinin yaklaşık % 90'ını oluşturur (Tablo 2.1) ve jinekolojik kanserlerin önde 

gelen ölüm nedenlerindendir [19,20].  

Tablo 2.1. Over kanserlerinin başlıca sınıflandırılması ve görülme sıklığı. 

Over kanser türleri insidans 

Epitelyal 90% 

Germ hücre 5% 

Seks kord stromal 5% 

Primer peritoneal nadir 

 

 

Epitelyal over kanserleri (EOK) çoğunlukla yaş ortalaması yaklaşık 60 olan peri- 

veya postmenopozal kadınları etkilemektedir [21]. Epitelyal tümörler üreme 

sisteminde bulunan hücre tiplerine göre sınıflandırılır ve seröz, müsinöz, 

endometrioid, şeffaf hücre ve değişici hücre tiplerini içerir (Tablo 2.2), [22]. 

Tablo 2.2. Over epitelyal kanserinin başlıca hücresel alt tipleri  

Epitelyal kanser türü İnsidansı 

Seröz 7/10 

Müsinöz 1/10 

Endometrioid 1/20 

Şeffaf hücre 3/100 

Değişici hücre 1/10 
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Seröz epitelyal over kanser hastalarının yüksek mortalitesi esas olarak tanı 

aldıklarında ileri evrede yani tanı anında metastaz yapmış olması ile ilişkilidir. 

Metastaz, tümör hücrelerinin epitel-mezenkimal geçişi (EMT), invazyon, hücre 

iskeletinin yeniden düzenlenmesi ve mikroçevrenin yeniden modellemesini içeren 

çok aşamalı bir süreçtir [23, 24].  EMT'de yer alan moleküler mekanizmaların daha iyi 

anlaşılması, yeni terapötik hedeflerin belirlenmesi ve EOK için yeni tedavi 

stratejilerinin oluşturulması açısından önemlidir.  

2.2 Epitel-mezenkimal geçiş (EMT) 

Epitel hücrelerinin, epitel özelliklerini kaybedip mezenkimal özellikler 

kazandığı fikri, civciv embriyolarında primitif çizgide epitel fenotipin mezenkimal 

fenotipe dönüşümü, Elizabeth Hay tarafından yapılan gözlemlerde 1980'lerin 

başlarında ortaya çıkmıştır [25]. 

Epitel hücrelerinin hareketli mezenşimal hücrelere dönüşümü, epitel-

mezenkimal geçiş (EMT) olarak bilinmektedir. Mezenkimal-epitel geçiş (MET), tersi 

süreci açıklamaktadır. Epitel hücrelerinin mezenkimal hücrelere kısmen ya da 

tamamen dönüşme yeteneği, epitel fenotipin doğal bir plastisitesini göstermektedir 

[26]. 

Epitel hücrelerinin yüzey proteinleri, hücre iskeleti proteinleri, hücreler arası 

matriks proteinleri ve transkripsiyon faktörü ekspresyonları EMT öncesi ve sonrası 

karşılaştırıldığında, değişiklikler gösterdiği saptanmıştır. Bu moleküller EMT’ye 

dönüşen hücreleri tanımlamak için kullanılmaktadır [27]( Şekil 21). 
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Şekil 2.1.  Epitel-mezenkim geçişi. EMT, epitel hücrelerin epitel özelliklerini yitirdiği 
ve mezenkimal özellikler kazandığı morfogenetik bir süreçtir [27]. 

EMT sırasında epitel hücreler, hücre bağlantılarını ve apikal-bazal 

polaritelerini kaybeder, hücre iskeletini yeniden düzenler ve sinyal programlarında 

değişikliğe uğramaktadır. Bu hücre şeklini tanımlamak ve gen ifadesini yeniden 

programlamak için gereklidir; oluşan değişiklikler hücrelerin hareketliliğini artırır ve 

invaziv bir fenotip gelişimini sağlamaktadır [28, 29]. 

EMT, gelişimin ayrılmaz bir parçasıdır. Altta yatan mekanizmalar, yara 

iyileşmesi, fibrozis ve kanser progresyonunda yeniden aktive olmaktadır [29, 30]. 

EMT ve MET ayrıca embriyonik kök hücre farklılaşmasını, uyarılmış 

pluripotensi ve kanser kök hücre davranışını düzenlemektedir [31]. 

Gelişimsel veya patolojik olarak epitel hücrelerinin mezenkimal hücrelere 

geçişi, ayırt edici ve korunmuş bir program izler. Bununla birlikte, hücre tipine, doku 

içeriğine ve EMT programını aktive eden sinyallere bağlı olan bazı esneklik ve 

değişikliklere sahiptir. Buna dayanarak EMT’nin, fizyolojik süreçte üç farklı alt tip 

tanımlanmıştır [32].  

Tip 1 EMT embriyogenez ve organ gelişiminde oluşur, tip 2 EMT; doku 

rejenerasyonu ve organ fibrozisi için önemlidir ve tip 3 EMT; kanser progresyonu ve 

kanser kök hücre özellikleri ile ilişkilidir [29, 30, 31]. 

Epitel fenotipin plastisitesi, hücrelerin çok sayıda EMT ve MET geçişini sağlar. 

EMT'deki anahtar olaylar, epitel hücre-hücre bağlantılarının bozulması; apikal - bazal 
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polaritenin kaybı ve ön arka polaritenin elde edilmesi; hücre iskeletinin yeniden 

düzenlenmesi ve hücre biçimindeki değişiklikler; epitel gen ekspresyonlarının 

azalması ve mezenkimal fenotipin tanımlanmasına yardımcı olan genlerin 

aktivasyonu; artan hücre uzantıları ve motilitesi; ve çoğu durumda, invaziv davranışı 

mümkün kılmak için hücre dışı matris (ESM) proteinlerinin degradasyonudur. Bunlara 

ek olarak, EMT’ye uğramış hücreler yaşlanma ve apoptoza karşı direnç kazanır [28]. 

2.3 Kemik morfojen protein (BMP) 

Başlangıçta 1965'de osteojenik bir faktör olarak tanımlanan kemik morfojen 

proteinler (BMP'ler) [37], çok fonksiyonlu hücre dışı sinyal sitokini olarak kabul edilir. 

Ayrıca BMP’ler transforme edici büyüme faktörü-β (TGF- β) süper ailesine üye 

potansiyel bir büyüme faktörü ve morfojendir [38]. 

BMP'ler, embriyonik ve postnatal gelişimdeki işlevlerinin yanısıra aynı 

zamanda tümör gelişimi ve yayılmasında da işlevlerinden dolayı giderek daha fazla 

dikkat çekmiştir [39]. 

BMP'lerin bu rolleri, anjiyogenez, EMT ve kanser kök hücreleri gibi 

karsinojenezin çeşitli yönleriyle de yüksek oranda ilişkilidir. 

BMP’ler hücre içi sinyalizasyonu hem kanonik hem de kanonik olmayan 

yolaklar üstünden iletirler. Kanonik yolakda, BMP’ler sinyallerini serin/treonin protein 

kinaz reseptörleri üstünden iletirler. Bunu izleyen süreçte reseptör tip 1 ve 2 ile 

heterotetramerik kompleksler oluşturular. Bu kompleksler fosforillenerek aktive 

olduğunda düzenleyici reseptör substratlarını (R-Smadlar: Smad 1/5/8) fosforillerler. 

R-Smadlarda co-Smadlara bağlanır. Tip II reseptör, tip I reseptörünü trans-fosforile 

eder. Her ikisi de sinyal iletimi için gereklidir. Çeşitli kanserlerde tümör büyümesi, 

farklılaşması veya apoptozu düzenlerler [40]. 

 Tüm BMPler sinyal kaskadlarını bu temel mekanizma üstünden yürütürler. 

Kanonik olmayan yolaklarda BMP ler PI3K/AKT, MAP kinaz, p38 gibi değişik tipte 

sinyalleri aktive ederler. BMP sinyalinin moleküler detaylarının anlaşılması, BMP’lerin 

tümör hücreleri de dahil çeşitli hücrelerdeki fonksiyonel aktivitesini açıklamak için 

gereklidir [40]. 
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BMP'ler, 20'den fazla büyüme faktörü proteinine sahip olan ve kemik oluşumu 

ve hastalık gelişimi ile yakından ilişkili olan çeşitli molekül sınıfıdır. Çeşitli kanser 

dokularında çeşitli BMP'lerin ekspresyonu bildirilmiştir. Biyolojik fonksiyon 

çalışmaları, BMP'lerin hem kanser gelişimi hem de baskılamadaki ikili rolü olduğunu 

öne sürmektedir. Çeşitli BMP antagonistleri, ligandları ve reseptörlerinin, tümör 

oluşumu ve metastazı azalttığı veya arttırdığı gösterilmiştir [41]. 

BMP'ler ve antagonistleri veya reseptörleri arasındaki etkileşimler, primer 

tümörlerin agresifliğini tanımayı ve kanser hücresi metastazı için bir mekanizma 

oluşturulmasını önemli ölçüde desteklemektedir (Şekil 2.2)[41]. 

 

 

Şekil 2.2.  BMP-aracılı sinyal yolları. Antagonist, ligand, reseptörleri. Kanonikal ve 
Non-kanonikal yolakları[41]. 

Kanonikal yolak 

Kanonik olmayan yolak 
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BMP antagonistleri, BMP biyolojik fonksiyonlarının genel inhibitörü olarak 

bilinirler. Son çalışmalarda, gelişimin farklı aşamalarında BMP aktivatörü olarak da 

işlev gördüklerini gösterilmiştir [42, 43]. 

Antagonistler üç sınıfa ayrılır; Ligand antagonistler, doğrudan BMP'lere 

bağlanırlar, BMP pro-region antagonistler, BMP'lerin işlev göreceği alanlara bağlanır, 

Reseptör antagonistler, BMP'lerin reseptörlerine bağlanırlar (reseptörlere benzer 

şekilde, varsayılan N-bağlantılı glikozilasyon bölgeleri için bir sinyal peptidine 

sahiptirler) [44, 45]. 

Çeşitli BMP antagonistleri arasında Noggin, ilk olarak Xenopus su kurbağa 

cinsinden orijinal olarak izole edilir ve NOG geni tarafından kodlanır, Kanserdeki 

biyolojik fonksiyonları nedeniyle çok dikkat çekmiştir [46]. 

Noggin, Gremlin 1 [47], Chordin-like 1 (Chrdl1) [48], follistatin [49], BMPlerin 

bilinen antagonistlerindendir. 

2.3.1 BMP’ler ve kanser 

Over kanseri gibi birçok kanser türünde kanser hücrelerinin yayılımında EMT 

rol oynamaktadır. 2010 senesine kadar yapılan çalışmalarda, kolorektal, 

hepataselüler ve osteosarkom gibi kanser tiplerinde, BMP-2 hücre proliferasyonunu 

inhibe ettiği öne sürülmektedir. Over malign tümörlerde, BMP-2, BMPRIB ve BMPRII 

mRNA seviyeleri, benign tümörler ve normal over dokusuna oranla daha düşük 

olduğu saptanmıştır [50]. Bu durum BMP-2 artışının metastazdan koruyucu olduğunu 

akla getirmektedir. Bu bulguların aksine, son yıllarda yapılan çalışmalarda; mide, 

pankreas, akciğer ve over kanseri hastalarında BMP-2 tedavisinin, EMT’yi arttırdığı ve 

kötü prognoz ile korele olduğu gösterilmiştir [51]. Seröz over kanseri progenitör 

hücrelerinde (OCSPC ler) yenilenme ve multipotent farklanma kapasitesinin artışı, 

BMP-2, BMP-4 ve TGF- β seviyelerinde artış ile seyrettiği bildirilmiştir. Bu sonuçlarda 

BMP-2’nin metastaz ve invazyonu artırdığını göstermektedir [52].   

Meme kanserinde, BMP-7’nin TGF- β1 tarafından aktive edilen EMT ile ilgili 

genleri belirgin olarak inhibe ettiği ve böylece TGF- β1 tarafından tetiklenen hücre 

büyümesi ve metastazında belirgin azalmaya sebep olduğunu gösterilerek meme 
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kanserinde bu molekülün umut vadeden bir tedavi hedefi olabileceği belirtilmiştir 

[53]. Metastatik meme kanseri hücre hattı MCF10CA1a da, BMP-7, TGF- β tarafından 

indüklenen invazyonu inhibe ettiği gösterilmiştir, mekanizmasına bakmak için yapılan 

çalışmada, BMP-7’nin TGF- β ile indüklenen integrin αvβ3 ün ekspresyonunu inhibe 

ettiği gözlemlenmiştir [54]. Bu bulguların aksine bir grup çalışmada ise, BMP-7 nin 

artışının, metastatik prostat kanser hücrelerinin artışına sebep olduğu ve daha da 

artmış seviyelerinin opere olamayacak evredeki prostat kanserlerinde bulunduğu 

tespit edilmiştir [55]. Kemiğe metastazı olan 4T1E/M3 hücre hattı hücrelerinde BMP-

7, BMPR1B ve BMPR2 ekspresyonlarında artış ve ayrıca Smad1/5/8 in 

fosforilasyonunun arttığı da gösterilmiştir. Aynı hücre hattında BMP-7‘nin gen 

ekspreyonunun susturulması ile, düzenleyici Smad aktivasyonunu ve hücre 

proliferasyonunun baskılandığı, hücre büyümesi ve hücre göçünün azaldığı 

bildirilmiştir [56]. Literatür taramasında bulunan farklı sonuçlar, BMP’lerin farklı alt 

tiplerinin, farklı yolaklar üzerinden farklı kanser türlerinde farklı davrandıklarını 

ortaya koymaktadır. BMP’ler, transkripsyon faktorleri üzerinden EMT sürecinin 

düzenlenmesinde rol almaktadırlar. 

2.4 Çinko parmak E-box bağlayıcı homeobox 2 (ZEB2) 

ZEB transkripsiyon faktörleri, EMT sürecinde aktif rol oynayan transkripsyon 

faktörleridirler. İki omurgalı ZEB transkripsiyon faktörü, ZEB1 ve ZEB2, E ‑ BOX 

(Enhancer - box) düzenleyici gen dizilerini bağlarlar. SNAIL ve TWIST gibi, ZEB'ler 

transkripsiyonel baskılayıcı ve aktivatör olarak işlev görürler, böylece bazı epitel 

bağlantı ve polarite genlerini baskılayarak EMT fenotipini tanımlayan mezenkimal 

genleri aktive ederler [57, 58]. 

ZEB2, Zinc finger E-box bağlayıcı homeobox 2 olarak bilinen ve ZEB2 geni 

tarafından temsil edilen bir insan proteinidir. ZEB2 proteini, transforme edici büyüme 

faktörü-beta (TGFβ) sinyal yolaklarında görev almakta ve SMAD larla (TGFβ 

ligandlarına gelen hücre dışı sinyallerin çekirdeğe iletimini yapan hücre içi proteinler) 

ilişki halindedir, TGFβ proteinleri RAS-MAPK sinyallemesini aktive eden büyüme 

faktörlerine yanıt olarak ZEB ifadesini indüklerler [59].  
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TGFβ reseptörlerinin aktivasyonu, R-SMAD isimli hücre içi efektör 

moleküllerin fosforilasyonunu sağlar. ZEB2 de bir R-SMAD bağlayıcı proteindir ve 

transkripsiyonel ko-reseptör gibi davranır. Birçok çalışmada, ZEB2’nin EMT’yi aktive 

ederek tümör başlangıcı ve gelişiminde anahtar rol oynadığı ve prognozu kötü 

etkilediği gösterilmiştir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda, böbrek, kolon, mide ve 

karaciğer kanseri hücre hatlarında, ZEB2 nin (E-kaderini inhibe ve α5 integrini 

upregüle ederek) kanser invazyonunu arttırdığı gösterilmiştir, ZEB’nin baskılanması 

göç, invazyon ve hücre proliferasyonunda azalmaya sebep olmaktadır [60, 61].  

Over kanserlerinde, ZEB2’nin çekirdek içinde, kanser dokusunun ön kısmında 

lokalize olduğu, EMT ve invazyonu arttırdığı başka bir çalışmada gösterilmiştir [62]. 

Over kanser hücre hatları, OVCAR3 ve SKOV3, üzerinde yapılan çalışmada, mir200 

artışının, ZEB1/pSMAD3 yolağı üzerinden, ZEB1 ekspresyonunu azalttığı dolayısı ile de 

kanser hücre invazyonu ve metastaznı azalttığı gösterilmiştir [63].  

ZEB2 ekspresyonunun düzenlenmesinde rol alan yolakların anlaşılması, kanser 

prognozunun anlaşılmasında önemlidir. Büyüme faktörlerini transkripsyon faktorleri 

ile EMT sürecini düzenlemeleri sonucu eğer EMT süreci aktif oluyorsa bir sonraki adım 

EMT sonucu oluşan mezenkimal hücrelerin invazyonu ve tutunarak ilerlemesidir. Bu 

invazyon hücre yüzeyi bağlantı proteinlerinin (özellikle integrinlerin) düzenlenmesi ile 

gerçekleşir. 

2.5 Metastaz       

Ökaryotik organizmaların hayatta kalması, hücreler ve ESM arasında dengeli 

etkileşimler gerektirir. Homeostaz hücre sağkalımı, proliferasyon, farklılaşma ve 

hücre ölümünün sıkı regülasyonu ile korunur (ör. apoptoz ile). Neoplastik hücreler, iyi 

huylu bir tümör oluşturan tek bir kütle halinde kümelenirse, bu kitlenin cerrahi olarak 

çıkarılması, tam bir iyileşme ile sonuçlanabilir. Ancak, tümörün agresif hale gelmesi, 

çevre dokuları, kan ve lenf damarlarını istila etmesi ve vücudun uzak bölgelerine 

metastaz olarak adlandırılan sekonder tümörleri oluşturması durumunda tedavi 

karmaşıklaşır. 
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Hem hücre çoğalması hem de metastaz, ESM bileşenleri ile sürekli etkileşim 

ve hücre sinyalinin modülasyonunu gerektirir [17].   

ESM sinyallemesi ve bu tür etkileşimlerin doğası, kanser hücrelerinde normal 

hücrelerden çok farklıdır. Hücre dışı matriks esas olarak glikoproteinler, fibröz 

proteinler, vb. gibi makromoleküllerin oluşturduğu karmaşık bir ağdan oluşur. 

ESM bileşenlerinin bazı önemli örnekleri fibronektin (FN), laminin (LM), 

vitronektin (VN) ve kollagen-IV (C-IV) 'dır. Bu matris bileşenleri metastaz için gerekli 

olan adezyon sinyalleri, proliferasyon, farklılaşma, hayatta kalma, yara iyileşmesi, 

migrasyon, tümör oluşumu, vb. gibi biyolojik süreçleri düzenleyebilir [66].   

Bu düzenlemeler,  integrinler aracılığıyla gerçekleşir. Integrinler hücre göçü-

invazyonu, hücre proliferasyonu, hücre sağkalımı-apoptoz, ESM ile hücre bağlanması, 

hücre döngüsü vb gibi farklı hücresel aktiviteleri ve dolayısıyla metastazı 

düzenlerler(Şekil 2.4) [17].   

 

 

Şekil 2.3. Integrinler çeşitl hücresel aktiviteleri ve dolayısıyla metastazı düzenlerler 
[17].   
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2.6 İntegrinler 

İntegrinler, kovalent olmayan heterodimerik α ve β alt ünitelerinden oluşan 

iyi karakterize edilmiş hücre yüzey reseptörleridir [64]. Şimdiye kadar 18 α ve 8 β alt 

birimleri bulunmuş ve farklı özelliklerde 24 farklı kombinasyon oluşturmak üzere 

birleşmiştir [65]. 

α ve β ünitelerin çok fazla çeşitleri olmasına rağmen temel bir yapıya 

sahiptirler. Transmembran, küçük bir hücre içi C-kuyruğu, büyük hücre dışı N-kuyruğu 

içerirler (Şekil 2.3) [65, 66]. 

 

 

Şekil 2.4.  Aktif bir integrin molekülünün alt birim yapısı, hücre dışı matrisi, aktin 
hücre iskeletine bağlar. 

İntegrinlerin N kuyrukları hücre dışında, Fibronektin(FN), Laminin(LM), 

Vitronektin(VN), kollagen-IV(C-IV) gibi ESM in önemli komponentlerine bağlanır. 

ESM, N terminali fibronektin üzerinde bulunan spesifik aminoasit dizilerine bağlanır, 

bu diziler, Arg-Gly-Asp (RGD) sekansı veya Leu-Asp-Val (LDV) sekansıdır. ESM - 

integrin tutunmaları, zayıf, kaderin aracılıklı hücre-hücre bağlantısına benzer şekilde 
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veya kuvvetli ve belirgin olarak fokal adeziyonlar aracılığı ile gerçekleşir ve 

tutundukları yerde kümeler oluştururlar.  

İntegrinler hücre içinde C-kuyruğu hücre iskeletinin aktin filamanlarına 

tutunurlar. Bu tutunma Vinkulin, Talin, Kindlin gibi ara proteinlerin aracılı ile 

gerçekleşir [65]. 

İntegrin kümelerinin ESM elemanlarına yapışmasına yardımcı proteinleri, ILK 

(integrin benzeri kinaz), pinch, parvini ve hücre içinde integrin kümelerine 

bağlanmada ve sinyal iletiminde yardımcı proteinleri, vinculin, zyxin, VASP, α-actinin, 

FAK (fokal adezyon kinaz) olarak bilinmektedir [65]. 

İntegrinlerin etkinliği, hem hücre üzerinde bulunduğu yer hem de zaman 

(hücre siklusu) açısından sıkı bir şekilde kontrol edilmelidir. 

İntegrinlerin aktifleşmesi, hücre dışı veya hücre içi alanlarını bağlayan 

proteinler tarafından düzenlenir, bu outside–in ve inside–out sinyalizasyon olarak 

bilinir ve çift yönlü sinyal iletimi konusunda eşsiz bir yeteneğe sahip olmasını sağlar 

[67, 68]. 

İnside–out integrin aktivasyonu sırasında, Talin ve fokal adhezyon kinazlar 

(FAK), bağlanacak ilk proteinler arasındadır. Talin, β-integrinin sitoplazmik alanına 

bağlanır. Talin ve fokal adhezyon kinazlar, PtdIns (4,5) P2 bağlanmasıyla aktive 

olurlarlar. Söz konusu proteinlerin tam hiyerarşisi hâlâ tartışma konusudur ancak bu 

aşamalı bir süreç olarak düşünülmektedir [69].  

Bu proteinlerin bağlanması ile integrin altbirimleri arasındaki bağlantılar 

bozulur, β-integrinin transmembran alanının eğim açısı değişir, dış membran clasp 

(OMC) ve iç membran clasp (IMC) olarak adlandırılan, α- ve β-altbirimlerinin 

transmembran alanları arasındaki arayüzdeki etkileşimleri serbest kalır [67]. 

Kindlinler, integrin ko-aktivatörlerinden biri, talin ile indüklenen integrin 

aktivasyonunu arttırırlar. IPP kompleksi, integin-ILK, PINCH, parvin, adezyon 

bölgelerine paxillin ve α-actinin gibi önemli fokal adezyon proteinlerini bağlar ve 

integrin aktivatör proteinleri arasındadırlar [70]. 
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Outside–in etkinleştirme sırasında, ligand bağlanması, genellikle başlık açıklığı 

olarak adlandırılan β alt biriminin ‘I’ alanının ‘kapalı’dan, ‘açık’ konformasyonuna 

geçişi ile indükler [71]. 

İntegrin inaktivatörleri integrinler ile doğrudan etkileşime girer. İntegrin 

inhibisyonunun, inhibitör molekülün integrin sitoplazmik bölgelerinde, integrin 

aktivatörlerinin bağlanacağı bölgere bağlanarak aktivatörlerin bağlanmasını 

engellemesi şeklinde gerçekleşir. 

Bu moleküller, inside–out aktivasyona müdahale ederek integrin 

inaktivasyonunu sağlarlar. Birkaç inhibitör tanımlanmıştır ve bunlar β  veya α 

integrinin sitoplazmik kuyruğuklarına bağlanırlar [65, 66-71, 72] böylece talin ve 

kindlin bağlanmasını inhibe ederler [74, 75, 76].        

Filamin,  ICAP1 (integrin cytoplasmic domain-associated protein 1), DOK1 

(docking protein 1), SHARPIN (SHANK-associated RH domain-interacting protein),  

MDGI (mammary-derived growth inhibitor) bilinen integrin inhibitör 

proteinlerindendir [77]. 

İntegrinlerin değişik bağlanma bölgeleri, ligandları ve görevleri olduğundan, 

aynı integrin tipi farklı hücrelerde farklı ligandlara bağlanıp, farklı işlev görebilir. 

Hücreler tutunmaya bağımlı olarak büyür, prolifere olur ve hayatta kalırlar. Bu 

durumu oluşturan ana etmen integrinler ve onların hücre içi sinyal yolaklarıdır. 

Hücrelerin tutunma bağımlılıklarındaki mutasyonlar, onların bağımsız şekilde göç 

edip, çoğalıp; kansere dönüşümlerine neden olur[65]. 

Yapılan çalışmalarda integrinlerin artışı veya azalmasının birçok kanser 

dokusunun invazyon ve metastazında rol oynadığı gösterilmiştir.  

Örneğin akciğer kanserlerinde erken evrede  α5, β1 ve β3 integrin 

ekspresyonu kötü prognoz ile ilişkilendirilmiştir. Ayrıca lenf nodu metastazı ve 

rekürrens için işaretleyici olarak kullanılabileceği gösterilmiştir [78].  

Seröz epitelyal over kanserlerinde αvβ6 integrininin artmış ekspresyonunun 

plazminojen aktivasyon kaskadı yoluyla ektrasellüler matriks degradasyonu yaparak 

invazyon potansiyelini artırdığı ve over kanser gelişimi ve metastazında rol 

oynayabildiği gösterilmiştir [79].  
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Literatürde over epitel kanserlerinde kemoterapi direnci ve integrinler üzerine 

yapılan çalışmalarda bulunmaktadır. Over epitelyal kanserlerinde Lewis Y antijeni ve 

integrin α5β1 artışı kemoterapi direnci ile ilişkilendirilmiştir [80].   

 Başka bir çalışmada epitelyal over kanserlerinde Lewis Y antijeni ve αv, β3 

integrin ekspresyon artışının ilaç direnci ile ilişkisine bakılmış ve Lewis Y antijeni ve αv 

integrinin klinik evreden bağımsız ilaç direnci ile pozitif korelasyonu gösterilmiştir 

[81]. Over seröz kanserlerinde E-cadherin ekspresyonunun kaybolması α5 integrin 

artışı ve metastaz ile ilşkilendirilmiştir [82].  

Embriyonik böbrek, kolon kanser, mide kanseri ve karaciğer kanseri hücre 

hatlarında hattında ZEB2 nin transkripsiyon faktörü olan Sp1 ile koopere şekilde 

integrin α5 i ve kaderin 11’i upregüle ettiği gösterilmiştir. Böylece EMT’yi artırarak 

kanser invazyonunu artırdığı gösterilmiştir[83].  

 Over kanserlerinde yapılan çalışmalarda; αvβ6, β1, α5β1, β4 integrinlerin 

metastaz ve invazyonda arttığı gösterilmiştir.  Epitelyal over kanserlerinde β1-

integrinin artışı kanser hücrelerinin agresifliğinin artışı ile ilişkilendirmişlerdir, β1 

integrinin inhibisyonunun, hücre motilitesini azalttığı aynı çalışmada gösterilmiştir 

[84].  Over kanseri hücre hatlarında (HO-8910 ve HO-8910PM), β1-integrinin artışı 

gösterilmiştir. Bu integrinin siRNA ile susturulmasının apoptozu artırdığı, adhezyon ve 

göçü azalttığı bildirilmiştir [85]. Over kanserlerinde yapılan başka bir çalışmada, α5β1-

integrinin, c-Met/FAK/Src yolağı aktivasyonu ile metastaz ve invazyonu arttırdığı 

bildirilmiştir[86]. 

Bizim incelediğimiz kadarıyla literatürde BMP-2 ve BMP-7’nin over kanseriyle 

ilişkisi gösterilmiştir ancak bu ilişkinin mekanizması açık şekilde aydınlatılamamıştır. 

Çalışmamızda, lenf nodu metastazı yapan ve yapmayan over kanserinde BMP-2 ve 

BMP-7’nin ekspresyonları arasında fark olup olmadığına bakılacaktır. Metastaz ile 

ilişkili ZEB2 ve integrinlerden alfa5 ve beta1 immunreaktivitesindeki değişiklikler ileri 

evre over seröz kanseri lenf nodu tutulumu olan ve olmayan gruplarda over dokusu 

ve lenf nodu dokusundaki tümör odaklarında karşılaştırılacaktır.  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1 Gereç  

3.1.1 Hasta gruplarının belirlenmesi  

Çalışma kapsamında retrospektif olarak, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Tıbbi Patoloji Anabilim Dalından, yüksek dereceli over seröz karsinom tanısı almış, 84 

hastadan elde edilen arşiv materyali kullanıldı.  Çalışma için 13.07.2016 tarihinde, 

2016/14 numaralı toplantıda, GO 16/479 kayıt numarasıyla Hacettepe Üniversitesi 

Girişimsel Olmayan Klinik Araştırılmalar Etik Kurulu izni alındı.  

Çalışmaya lenf nodu tutulumu olan ve olmayan yüksek dereceli over seröz 

karsinom tanısı almış hastaların over ve lenf noduna ait örnekleri dahil edildi. Cerrahi 

rezeksiyon öncesi kemoterapi veya radiyoterapi alan hastalar çalışma dışında 

bırakıldı. 

Buna göre; 

1. Lenf nodu tutulumu olan yüksek dereceli over seröz kanseri tanısı almış 

hastalara ait over tümör dokusu (n=42) 

2. Lenf nodu tutulumu olan yüksek dereceli over seröz kanseri tanısı almış 

hastalara ait lenf nodu dokusu (n=42) 

3. Lenf nodu tutulumu olmayan yüksek dereceli over seröz kanseri tanısı almış 

over tümör dokusu (n=42) olmak üzere çalışma grupları belirlendi.  

3.2. Histokimya ve İmmunohistokimya Yöntemi  

3.2.1 Doku Kesitlerinin Alınması 

Tıbbi Patoloji anabilim dalından alınan parafin bloklar, kesit alınmadan bir gün 

önce -20 oC’ de bekletildi. Ertesi gün kızaklı mikrotom kullanılarak 5 µm kalınlığında 

kesitler histokimyasal ve immunuhistokimyasal incelemeler için lamlara alındı. 

3.2.2. Kullanılan Malzemelerin Hazırlanması 

Çalışmada Mayer’in Hematoksileni, Eozin, Fosfat tampon solüsyonu, Fosfat 

tampon solüsyonu-sığır serum albümini, Sitrat Tampon, Hidrojen peroksidaz blokaj 
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solüsyonu, serum blokaj solüsyonu, primer antikorlar, sekonder antikorlar, Diamino 

benzidin (DAB) solüsyonu kullanıldı.  

Mayer’in Hematoksileni  

Hematoksilen kristali                                                          (Sigma K.N:H 9627) 1 gr 

Aluminiyum potasyum sülfat (KAL(SO4)2.12H2O)        (Sigma K.N:A 7167) 50 gr 

Sitrik asit (monohidrat)(C6H807.H2O)                            (Sigma K.N:C 7129)1 gr 

Kloral hidrat (C2H3Cl3O2)                                                  (Sigma K.N:N 8383) 50 gr 

Sodyum iyodat (NaIO3)                                                      (Sigma K.N:S 407) 0,2 gr 

Distile su                                                                                1000 ml 

 

Hazırlanışı: 

Hematoksilen, aluminyum potasyum sülfat ve sodyum iyodat distile suda 

karıştırılarak çözüldü. Daha sonra kloral hidrat ve sitrik asit karışıma eklendi. Karışım 

kaynatılıp soğutmaya bırakıldı. Soğuyan karışım süzüldü. 

 

Boyama: 

Hematoksilen-eozin boyama protokolünde 20 dk süreyle uygulandı. 

İmmunohistokimya boyama protokolünde çekirdek boyama aşamasında 1dk süreyle 

uygulandı. 

Eozin  

Eozin Y (suda eriyen)          3gr 

Asetik asit                                          2 damla 

%95 Etanol                                                  125 ml 

Distile su                                                    475 ml 

 

Hazırlanışı: 

3 gr Eozin Y 100 ml distile suda çözüldü. Üzerine 125 ml %95’ lik etanol eklendi. 
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Hazırlanan karışımın üzerine 375 ml distile su eklenerek 2 damla asetik asit 

damlatıldı ve karıştırıldı. 

 

Boyama: 

Hematoksilen-eozin boyama protokolünde 1 dk süreyle uygulandı.  

Fosfat tampon solusyonu (PBS)  

Solüsyon I: 

Sodium dihydrogen phosphatemonohydrat (NaH2 PO4.H2O)  (Merk 

K,N:3090)   13,7 gr 

Sodium chloride( NaCl)                             (Merk K,N:6408)  87,66 gr 

Distile su                                                              1000 ml 

 

Solüsyon II: 

Sodium dihydrogen orthophosphat (NaH2 PO4.2H2O)   (BDH Chemical 

No:30132)  71,2 gr 

Sodium chloride( NaCl)                      (Merk K,N:6408)  350,64 gr 

Distile su                                                               4000 ml 

 

Stok solüsyonu: 

Hazrlanan solüsyon I ve solüsyon II ayrı ayrı süzüldu. 4000 ml solüsyon I 

içerisine 500 ml solüsyon II eklendi. Karışımın pH’ sı pHmetre ile ölçüldü. Karışımın 

pH’ sı 6,9 olana kadar solüsyon I veya II eklendi. 

 

Kullanma solüsyonu (yıkama solüsyonu)  

Kullanılırken 100 ml stok fosfat tampon solusyonu (PBS), distile su ile 10 kat 

sulandırılarak 1000 ml çalışma solüsyonu elde edildi. Solüsyon I veya II yardımı ile pH’ 

sı 7,4 olacak şekilde ayarlandı. 
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Fosfat tampon solüsyonu-sığır serum albumini (PBS+BSA) (%2,5) 

PBS                                                                                       100 ml 

BSA                                                                                        2,5 gr 

Hazırlanan fosfat tampon solüsyonu (PBS pH=7,4) içine 2,5 gr toz BSA 

tartılarak karıştırıldı.  

Sitrat Tampon (100 mm trisodyum sitrat)  

Trisodyum sitrat                                                                               44,1 gr 

Distile su                                                                                            1000 ml 

 

pH ayarı için: 

1 N NaOH 

1N hidroklorik asit  

 

Hazırlanışı: 

pH’ sı 6,0 olan sitrik tampon çözeltisi (100 Mm Trisodyum sitrat) stok 

solüsyonu (10X) hazırlamak için 44,1 gr trisodyum sitrat tartılarak son hacim 1500 ml 

ye tamamlandı. Ph metre ile pH: 6,0 olacak şekilde ayarlanan stok solüsyonu +4 

derecede kullanıma kadar saklandı. Kullanılırken 100 ml stok sitrat tamponu distile su 

ile 10 kat sulandırılarak 1000 ml çalışma solüsyonu elde edildi. Her kullanımda 

sulandırma işlemi sonrasında hafifçe artmış olan pH, 1N HCl solüsyonundan eklenerek 

pH metre yardımıyla tekrar 6,0’ya ayarlanarak kullanıldı. 

H2O2 Blokaj Solüsyonu 

H2O2 (%30, Merck, Almanya)                                                                  100 µl  

Metanol (Merck, Almanya)                                                                       450 µl 

Distile su                                                                                                       450 µl 
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Hazırlanması: 

Belirtilen oranlar kullanılarak 1000 µl H2O2 blokaj solüsyonu hazırlandı. 

Kesitler yaklaşık olarak 150-200 µl ile kapandığı için bu oranın katları hesaplanarak 

kesit sayısına göre H2O2 blokaj solüsyonu her işlem öncesinde taze olarak hazırlandı. 

%30 stok H2O2 solüsyonundan 100 µl alınarak, metanol ve distile su dilüsyonu 

ile 1/10 oranında hazırlandı. 

Serum Blokaj Solüsyonu 

Keçi serumu                                                                                100 µl 

PBS + BSA                                                                                    900 µl 

 

Hazırlanışı: 

Serum blokaj basamağında sekonder antikorun üretildiği canlı türünün 

serumu 1/10 oranında sulandırılarak uygulandı. Bu işlemde 1 ml %10 serum blokaj 

solüsyonu için, 100 µl normal keçi serumu 900 µl PBS + BSA ile sulandırıldı. 

Primer Antikorlar 

Çalışmada kullanılan primer antikorlar, fare ve tavşanda üretilmiş, insan 

antijenlerini belirleyebilecek özellikte ticari olarak sağlanan antikorlardır (Tablo 3.1) . 

Anti-Smad Interacting Protein 1 (ZEB2) hariç tüm antikorlar monoklonaldir. Bu 

antikorlar tabloda verilen oranlarda PBS-BSA karışımı ile sulandırılarak kesitlere 

uygulandı.  

Tablo 3.1. Kullanılan primer antikorların kaynağı, katalog numarası, klon adı, izotipi 
ve sulandırma oranı  

Antikor Kaynak Katolog no Klonalite   Klon 
numarası 

İzotipi Sulandırma 
oranı 

Anti-BMP-2 Abcam ab6285 Monoklonal 65529.111 Mouse IgG2b 1/200 

Anti-BMP-7 Abcam ab54904 Monoklonal * Mouse IgG1 1/200 

Anti-Smad Interacting 
Protein 1 (ZEB2) 

Abcam ab138222 Poliklonal - Rabbit IgG 1/400 

Anti-Integrin alpha 5 Abcam ab150361 Monoklonal EPR7854 Rabbit IgG 1/200 

Anti-Integrin beta 1 Abcam Ab30388 Monoklonal JB1B Mouse IgG2a 1/50 

* Ürüne ait bilgi kağıdında verilmemiştir. 
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Sekonder Antikorlar  

Çalışmada kullanılan primer antikorlar fare veya tavşanda üretildiği için 

bunlara karşı keçide üretilmiş sekonder antikorlar kullanıldı (Tablo 3.2). 

Tablo 3.2.  Kullanılan sekonder antikorların kaynağı, katalog numarası, klon adı, 
izotipi ve sulandırma oranı  

Antikor Kaynak Katolog no Klon  İzotipi Sulandırma 
oranı 

Anti-rabbit IgG(HRP) Abcam ab97051 Poliklonal Goat anti-mouse IgG 1/1000 

Anti-mouse IgG(HRP) Abcam ab97023 Poliklonal Goat anti-rabbit IgG 1/1000 

 

Diamino benzidin (DAB) solüsyonu 

Kromojen olarak Diamino benzidin (DAB) (Lab vision, TA-125-HDX, ingiltere) 

kullanıldı. 1 ml DAB substratı içine 1 damla DAB eklenerek karıştırıldı.  Hazırlanan 

kromojen solüsyonunun ışıktan uzak tutulması için hazırlanan tüp alüminyum folyo 

ile sarıldı. Solusyon taze hazırlandı ve bekletilmeden kullanıldı. 

3.2.3. Histokimya Yönteminin Uygulanması 

Mayer’s Hematoksilen Boyama Protokolü 

Mayer’s hematoksilen boyama protokolünde rodajlı lamlara alınan 5 µm 

kalınlığındaki parafin kesitler 1 gece etüvde deparafinize edildi. Etüvden çıkarıldıktan 

sonra aşağıdaki sırayla boyama işlemi gerçekleştirildi:  

 Üç kez 15 dk süreyle ksilolde bekletilerek kalan parafin uzaklaştırıldı. 

 İki kez 10 dk süreyle % 96 etanol ve bir kez 10 dk süreyle %80 etanolde 

bekletilerek rehidratasyon uygulandı. 

 Çeşme suyunda yıkandıktan sonra hematoksilende 20 dk bekletildi. 

Boyanın fazlası yıkanarak uzaklaştırıldı.  

 Sonrasında amonyaklı sudan geçirilen kesitler çeşme suyunda yıkandı.  

 Eozin içinde 1dk tutularak sitoplazma boyanması gerçekleştirildi. 

 %80, %96, %96 etanolden geçirilerek dehidratasyon yapıldı. 



22 

 Üç kez 15 dk süreyle ksilolde şeffaflandırıldıktan sonra entellan kapatma 

medyumu (Merck, Almanya) ile kapatıldı. 

3.2.4 İmmunohistokimya Yönteminin Uygulanması 

Deparaffinizasyon ve Rehidratasyon 

Parafin kesitler gece boyu 60oC etüvde deparafinize edildi. Sonrasında ksilolde 

3X5 dk bekletilip, kesitler kurutuldu. Rehidratasyon için % 96 etanolde 2 X 3 dk, % 80 

etanolde 3 dk, % 70 etanolde 3 dk etanol uygulandı. Rehidrate edilen kesitler distile 

su ile yıkandı ve sonrasında fosfat tamponlu solusyonu (PBS) içinde antigen geri 

çağırmaya (retrival) kadar bekletildi. 

Antijen Geri Çağırma 

BMP-2, BMP-7, ZEB2, İntegrin Alfa 5 antijenleri için pH’sı 6 olan sitrat tampon 

çözeltisi ile antijen açığa çıkarma yöntemi uygulandı. Düdüklü tencereye 1500 ml 

sodyum sitrat çözeltisi eklendikten sonra, tencere ısıtıldı. Başlangıçta açık olan 

düdüklü tencere kapağındaki düdük, kaynamaya başladıktan sonra kapatılarak 3 

dakika beklendi. Daha sonra düdüklü tencere, havuza alınarak soğuması beklendi. 

İntegrin Beta 1 antijeni için proteinaz K (Dako Cytomation 095069) enzimi oda 

sıcaklığında 20 dk uygulanarak, enzimatik antijen açığa çıkarma yöntemi 

gerçekleştirildi. 

Antijen geri çağırma sonrası kesitler, Fosfat tampon solusyonu (PBS) ile 3x5 dk 

yıkandı. 

Yıkama sonrası doku kesitlerinin çevresi hidrofobik kalem ile çizilerek 

işaretlendi. Kesitler işaretleme sonrası nemli ortama (kapaklı, içinde distile su içeren 

nemli küvete) yerleştirildi ve diğer işlemler nemli ortamda gerçekleştirildi. 

Endojen Peroksidaz Blokajı 

Kesitlere, oda sıcaklığında nemli ortamda 5 dk süreyle % 3 H2O2 solüsyonuyla 

endojen peroksidaz blokajı uygulandı. 
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Serum ile Blokaj 

Serum blokaj aşamasında, sekonder antikorların geliştirildiği canlı türünün 

normal serumu kullanıldı. Sekonder antikorların üretildiği canlı türünün serumu 1/10 

oranında sulandırılarak uygulandı. Bu işlemde 1 ml % 10 serum blokaj solüsyonunun 

hazırlanması için, 100 μl normal keçi serumu 900 μl %1 BSA içeren PBS ile sulandırıldı. 

Hazırlanan serum blokaj solüsyonu ile kesitler oda sıcaklığında 1 saat muamele edildi. 

Ardından yıkama yapılmadan sadece blokaj solüsyonu mekanik olarak 

uzaklaştırılarak primer antikor uygulama basamağına geçildi. 

Primer antikorun uygulanması 

BMP-2 antijenine yönelik primer antikor (Abcam; ab6285) 1/200 oranında %1 

BSA içeren PBS solüsyonu ile seyreltilerek kesitlere uygulandı (dilüsyon aralığı 1/100-

1/500 olarak tavsiye edilmiştir). Kesitler, nemli küvet içinde bir gece + 4⁰C’da inkübe 

edildi.  

BMP-7 antijenine yönelik primer antikor (Abcam; ab54904) 1/200 oranında 

%1 BSA içeren PBS solüsyonu ile seyreltilerek kesitlere uygulandı (dilüsyon aralığı 

1/100-1/500 olarak tavsiye edilmiştir). Kesitler, nemli küvet içinde gece boyu (over 

night) + 4⁰C’da inkübe edildi. 

 ZEB2 antijenine yönelik primer antikor (Abcam; ab138222) 1/400 oranında 

%1 BSA içeren PBS solüsyonu ile seyreltilerek kesitlere uygulandı (dilüsyon aralığı 

1/100-1/500 olarak tavsiye edilmiştir). Kesitler, nemli küvet içinde bir gece (over 

night) + 4⁰C’da inkübe edildi. 

Anti-Integrin alpha 5 antijenine yönelik primer antikor (Abcam; ab150361) 

1/200 oranında %1 BSA içeren PBS solüsyonu ile seyreltilerek kesitlere uygulandı 

(dilüsyon aralığı 1/100-1/500 olarak tavsiye edilmiştir). Kesitler, nemli küvet içinde bir 

gece (over night) + 4⁰C’da inkübe edildi. 

Anti-Integrin beta 1 antijenine yönelik primer antikor (Abcam; ab3167) 1/50 

oranında %1 BSA içeren PBS solüsyonu ile seyreltilerek kesitlere uygulandı (dilüsyon 

aralığı 1/100-1/500 olarak tavsiye edilmiştir). Kesitler, nemli küvet içinde içinde bir 

gece (over night) + 4⁰C’da inkübe edildi. 
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Sekonder antikorun uygulanması 

BMP-2, BMP-7, ITG β1 antikoru uygulanan kesitler 1/1000 dilüsyonla 

hazırlanan goat-anti mouse sekonder antikoru ile nemli küvette oda sıcaklığında 1 

saat inkübe edildi.  

ZEB2, ITG α5 antikoru uygulanan kesitler 1/1000 dilüsyonla hazırlanan goat-

anti rabbit sekonder antikoru ile nemli küvette oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi.  

Kromojen uygulanması 

Kromojen olarak, diaminobenzidin (DAB) solüsyonu kullanıldı. Hazırlanan 

kromojen solüsyonunun ışıktan uzak tutuldu. Her antikor için uygun inkübasyon 

süresini belirlemek için, kesitler mikroskop ile incelenerek uygun süreye karar verildi. 

Optimum süre belirlendikten sonra diğer kesitlerede aynı süre uygulandı.  BMP-2, 

BMP-7 antijeni için uygulanan boyamalarda hazırlanan DAB solüsyonu kesitlere 5 

dakika boyunca uygulandı. ZEB3 ile yapılan işaretlemelerde ise kesitlere 3 dakika 

boyunca kromojen solüsyonu uygulandı. ITG α5, ITG β1 ile yapılan işaretlemelerde 

solüsyon 6 dakika boyunca kesitlere uygulandı. Kesitlere kromojen uygulaması 

boyunca kesitlerin bulunduğu küvet ışık geçirmez alüminyum folyo ile kaplandı veya 

siyah renkli nemli kutu kullanıldı. DAB yüksek oranda toksik olduğundan, kesitlerdeki 

DAB, çamaşır suyu (sodyum hidroklorit) içeren atık kabı içine boşaltılarak nötralize 

edildi. Sonrasında kesitler distile su ile 3 kere 5 dk yıkanarak fazla kromojen 

üzaklaştırıldı.  

Çekirdek boyası uygulanması 

Çeşme suyuyla yıkama sonrası kesitlere Mayer’in hematoksilen çekirdek 

boyası yapıldı. Hematoksilen sonrası kesitler, çeşme suyuyla yıkandı. BMP-2, BMP-7, 

ZEB2 antijenleri için Mayer’in hematoksileni kesitlere 1 dk uygulanırken, ITG α5 ve 

ITG β1 antijenleri için 45 saniye uygulandı.  
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Dehidratasyon, şeffaflama ve kapama 

Kesitler, % 70 etanolde 3 dakika,% 80 etanolde 3 dakika, % 96 etanolde 3 

dakika, %100 etanolde 3 dakika bekletilerek dehidrate edildi. Daha sonra ksilolde 2 

kere 5 dakika şeffaflama işleme gerçekleştirildi. Sonrasında Entellan kullanarak 

kesitler kapatıldı.  

Kontrol boyaması 

Negatif kontrol: primer antikor basamağı atlanarak, izleyen basamaklar aynen 

uygulandı.  

3.3 Hücre Kültürü  

3.3.1 Over kanseri hücre hattı kültürü  

İnsan Ovarian Adenocarcinoma hücre hattı SKOV-3 (HTB77, ATCC, ABD) ticari 

olarak satın alındı. Gelen hücre hattı optimal kültür koşullarında çoğaltıldı. Kısaca 

hücre hattı üretici firma tarafından soğuk zincir bozulmadan laboratuvara 

ulaştırıldıktan sonra steril şartlar altında laminar akım kabini içinde çözüldü. Çözülen 

over kanseri hücre serisine ait hücreler besiyeri içinde 75cm2 lik flasklara ekilip 37o C, 

%5 CO2 içeren inkübatöre kaldırıldı.  SKOV-3 hücre hattı için uygun besiyeri McCoy’s 

5A (30-2007, ATCC, ABD) hücre hattına özel olarak satın alındı. Besiyeri McCoy bazal 

besiyeri içine %10 FBS, %2 L-glutamin, %1 antibiyotik-antimikotik çözeltisi eklenerek 

hazırlandı ve kullanıldı. Ertesi gün hücreler faz kontrast mikroskobu altında kontrol 

edildi ve iki gün sonrada besiyerleri değiştirildi. Flasklar %80 konfluent olduğunda 

pasajlandı. Birinci pasajdan sonra bir miktarı dondurulup ileri dönemde kullanılmak 

üzere azot tankında saklandı. Diğer hücreler deneyler için kullanıldı. 

3.3.2. SKOV-3 Over Kanseri Hücrelerinde İmmunositokimya Yönteminin 

Uygulanması 

Üretilen SKOV-3 hücre hatında (4.pasaj hücrelerde) immunfloresan ve 

immünperoksidaz immünositokimyasal işaretleme gerçekleştirildi. 
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İmmünperoksidaz işaretleme protokolü: 

SKOV-3 hücre hatlarına ait hücreler 5000-10000 hücre/kuyu olmak üzere özel 

8 kuyulu lamlara ekilip, tutunmaları için beklendi. Hücreler konfluent olduktan sonra: 

 Besiyeri uzaklaştırıldı ve hücreler PBS ile yıkandı. 

 Hücreler 5 dakika süreyle oda sıcaklığında %4 paraformaldehit ile tespit 

edildi. PBS ile yıkandı. 

 Enzim HRP kullanıldığından endojen peroksidaz blokajı için Hidrojen 

peroksit blokaj solüsyonu (12 ml H2O2 + 54 ml metanol + 54 ml distile su) 

ile kesitler 10 dk inkübe edildi. Sonrasında dokular 3’er kez 5 dk PBS ile 

yıkandı. 

 Serum blokaj için blokaj solüsyonu (goat serum 1:50 oranında %1 BSA 

içeren PBS ile sulandırılarak kullanıldı) ile hücreler 1 saat inkübe edildi. 

Blokaj solüsyonundan sonra yıkama yapılmadı. 

 Primer antikorlar uygun dilusyonda sulandırıldı (BMP-2, BMP-7 ve ITG α5 

için uygun dilusyon oranı 1/200; ITG β1 için 1:50; ZEB2 için 1:400). Primer 

antikor ile oda sıcaklığında 1 saat süreyle inkubasyon yapıldı. 

 Preparatlar 3 kere 5 dakika PBS ile yıkandı. 

 Uygun sekonder antikorlar ile oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi.   

 Üç kere 5 dk PBS ile yıkandı 

 Uygun şekilde hazırlanan DAB ile inkübe edildi. Mikroskop altında boyama 

gözlenince çeşme suyu ile yıkama işlemi yapıldı. 

 Mayer’s hematoksilen ile 2 dk çekirdek boyaması yapıldı. Ardından çeşme 

suy ile yıkandıı.  

 Dehidratasyon ve şeffaflandırma (ksilol) işlemlerinden sonra kapama 

yapılarak görüntülemeler yapıldı. Spesifik immune işaretlenmenin varlığı 

negatif ve pozitif kontrol boyamaları ile karşılaştırmalı olarak 

değerlendirildi. 
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İmmünfloresan işaretleme protokolü: 

SKOV-3 hücre hatlarına ait hücreler 5000-10000 hücre/kuyu olmak üzere özel 

8 kuyulu lamlara ekilip, tutunmaları için beklendi. 

Hücreler konfluent olduktan sonra: 

 Besiyeri uzaklaştırıldı ve hücreler PBS ile yıkandı. 

 Hücreler 5 dakika süreyle oda sıcaklığında %100 metanol ile tespit edildi. 

 PBS ile yıkandı. 

 Permabilizasyon için 5 dk süreyle % 0,1 Tween20 ile inkübe edildi.   

 PBS ile 3 kere 5 dk yıkandı. 

 Spesifik olmayan boyanmayı engellemek amacı ile serum blokaj (%1 

BSA+% 10 keçi serumu+% 0,1 PBS-Tween 20) 1 saat süreyle yapıldı. 

 Yıkama yapılmadan serum uzaklaştırıldı. 

 Uygun dilusyonlarda primer antikorlar ile oda sıcaklığında 1saat süre ile 

inkübasyon yapıldı.  

 PBS ile 3 kere 5 dk yıkandı. 

 BMP-2, BMP-7, ITG β1 antikoru uygulanan kuyulara goat anti-mouse-  

FITC %1 BSA içeren PBS’de 1/1000 dilüsyonla, oda sıcaklığında 1 saat 

süreyle uygulandı. ZEB2, ITG α5 antikoru uygulanan kuyulara, goat anti-

rabbit Alexa Fluor 568 %1 BSA içeren PBS’de 1/1000 dilüsyonla, oda 

sıcaklığında 1 saat süreyle uygulandı.  

 Hücre çekirdekleri DAPI ile işaretlendi. 

 Floresan için uygun olan kapama medyumu ile kapatıldı.  

 Spesifik immün işaretlenmenin varlığı negatif kontrol işaretlemeleri ile 

karşılaştırmalı olarak floresan mikroskobu altında yapıldı. 

Çift işaretleme için İmmünfloresan işaretleme protokolü: 

ITG α5 ve ITG β1’in hücrede lokalizasyonlarını belirlemek amacıyla hücre 

hattında çift immünofloresan işaretleme gerçekleştirildi. SKOV-3 hücre hattına ait 
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hücreler 5000-10000 hücre/kuyu olmak üzere özel 8 kuyulu lamlara ekilip, 

tutunmaları için beklendi. 

Hücreler konfluent olduktan sonra: 

 Besiyeri uzaklaştırıldı ve hücreler PBS ile yıkandı. 

 Hücreler 5 dakika süreyle oda sıcaklığında %100 metanol ile tespit edildi. 

 PBS ile yıkandı. 

 Permabilizasyon için 5 dk süreyle % 0,1 Tween20 uygulandı. 

 PBS ile 3 kere 5 dk yıkandı. 

 Spesifik olmayan işaretlenmeyi engellemek amacı ile serum blokaj 

(%1BSA + %10 keçi serumu + %0.1PBS-Tween20) 1 saat süreyle yapıldı. 

 Yıkama yapılmadan serum uzaklaştırıldı. 

 Primer antikor uygun dilusyonda sulandırıldı. İntegrin alfa5 için uygun 

dilusyon oranı 1/200 idi. Diluent olarak %1 BSA içeren PBS kullanıldı. 

Integrin alfa 5 ile inkubasyon bir gece (over night) + 4oC’de gerçekleştirildi.  

 Ertesi gün 3 kere 5 dk PBS ile yıkandı 

 Sekonder antikor olarak goat anti-rabbit Alexa Fluor 568, %1 BSA içeren 

PBS’de 1/1000 dilüsyonla, oda sıcaklığında 1 saat süreyle uygulandı.  

 PBS ile 3 kere 5 dk yıkandı  

 İkinci primer antikor uygun dilusyonda sulandırıldı. integrin beta1 için 

uygun dilusyon oranı 1/50 idi.  Diluent olarak %1 BSA içeren PBS kullanıldı. 

integrin beta1 ile inkubasyon gece boyu (over night) + 4oC’de 

gerçekleştirildi. 

 Ertesi gün PBS ile 3 kere 5 dk yıkandı  

 Goat anti mouse FITC %1 BSA içeren PBS’de 1/1000 dilüsyonla, oda 

sıcaklığında 1 saat süreyle uygulandı.  

 PBS ile 3 kere 5 dk yıkandı  

 Çekirdekler DAPI ile işaretlendi. 

 Floresan için uygun olan kapama medyumu ile kapatıldı.  

 Spesifik immün işaretlenmenin varlığı negatif kontrol işaretlemeleri ile 

karşılaştırmalı olarak floresan mikroskobu altında yapıldı. 
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3.4 Kesitlerin Görüntülenmesi 

Hematoksilen–Eozin, immunohistokimya ve immunositokimya uygulanan 

kesitler LAS X programı kullanarak, Leica DM6B Upright ışık mikroskobu ile 

görüntülendi. Kesitlerin fotoğraflarının elde edilmesinde Leica DFC7000T kamera 

kullanıldı.  

3.5 İmmünohistokimya ve İmmünositokimya İşaretlenmesinin 

Değerlendirilmesi 

İmmünohistokimyasal ve immuünositokimyasal işaretlemelerin 

değerlendirilmesi için 40 lık büyütmede, rastgele seçilen sırası ile 5 ve 7 alanda LAS X 

programı kullanılarak Leica DFC7000T kamera ile fotoğraflar çekildi. İmmunreaktivite 

semi-kantitatif olarak H-skor ile değerlendirildi. Bunun için primer antikorlar ile 

işaretlenme yoğunluğu (0=boyanma yok, 1=zayıf boyanma, 2=fark edilebilen 

boyanma 3=güçlü, yoğun boyanma) ve işaretlenen hücrelerin yüzdesi (%0-%100 

arası) değerlendirildi. Değerlendirme 2 kişi tarafından yapıldı ve 2 kişinin ortalama 

skoru kullanıldı. 

3.6 İstatistiksel analiz 

Örneklem genişliği Ki-kare analizine göre hesaplamıştır. Buna göre iki grup 

arasında boyanma dereceleri açısından (0, 1+,2+ ve 3+) 0.40’lık bir etki genişliğini 

alfa=0.05’de ve %80 güç ile saptayabilmek için iki grupta toplamda 84 vakanın 

alınması gerekli olduğu NCSS-PASS 11,0 programı ile hesaplanarak bulunmuştur. 

Verilerin değerlendirilmesinde tanımlayıcı istatistiklerden sayısal ölçümler için 

ortalama ± standart sapma, ortanca, minimum ve maksimum değerler, niteliksel 

veriler için ise sayı ve yüzde kullanılmıştır. Ölçümlerin normal dağılım gösterip 

göstermediği Shapiro Wilk testi ile değerlendirilmiştir. Normal dağılım gösteren 

ölçümler için grup karşılaştırmaları tek yönlü varyans analizi ve bağımsız gruplarda t 

testi ile yapılmıştır. Normal dağılım göstermeyen veriler için ölçüm karşılaştırmaları 

Kruskal Wallis testi ve Mann Whitney U testi ile yapılmıştır. Gruplarda niteliksel 

özelliklerin karşılaştırmalarında ise çapraz tablo analizi ve Ki-kare testleri 
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kullanılmıştır. Ölçümler arası ilişkiler için Pearson veya Spearman korelasyon katsayısı 

kullanılmıştır. İstatistiksel önemlilik için p<0,05 ise anlamlı kabul edilmiş ve 

istatistiksel analizlerin tümünde SPSS 21,0 for Windows paket programı kullmıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1 Hasta verilerinin değerlendirilmesi 

4.1.1 Hastaların demografik özellikleri  

Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan grupta yaş ortalaması benzerdi. Lenf 

nodu tutulumu olan grupda yaş ortalaması 58,619 ± 11,170, lenf nodu tutulumu 

olmayan grupda yaş ortalaması 58,838 ± 10,178 olarak saptandı.  

4.2 Seröz over karsınom vakalarında over dokusu ve lenf nodunun 

histopatalojik değerlendirilmesi 

Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan seröz over karsinom vakalarının over ve 

lenf nodlarıdaki tümör örneklerinin ışık mikroskobunda incelenmesinde genel olarak 

dokuların tümör hücreleri ile infiltre oldukları gözlendi.  

Yüksek dereceli seröz over karsinomlar histopatolojik olarak papiller, 

mikropapller, infiltratif, glanduler, mikrokistik, mikroglanduler, solid, 

psödoendometrioid, transizyonel hücre benzeri karsinom gibi farklı morfolojik 

paternlerde olabilir. Çalışmamızda, seröz over karsinom tanısı almış vakaların tümör 

dokularında farklı morfolojik paternler izlendi (Şekil 4.1). 
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Şekil 4.1.  Seröz over karsinom tanısı almış vakaların tümör dokularında farklı 
morfolojik paternler izlenmektedir (Hematoksilen-Eozin X50) 

Tümör içinde hemorajik alanlar, stromadaki damarlarda konjesyon izlendi 

(Şekil 4.2). Tüm gruplara ait örneklerde tümör dokusu incelendiğinde tümör 

hücrelerinde, belirgin nükleer pleomorfizm dahil olmak üzere yüksek çekirdek: 

sitoplazma oranı, hiperkromazi, bir veya daha fazla belirgin çekirdek, artan mitotik 

aktivite yanında atipik mitozlar ve tümör bizzar dev hücreleri izlendi (Şekil 4.3, 4.4, 

4.5). 

 

 

Şekil 4.2.  Tümör dokusu içinde hemorajik alanlar, stromadaki damarlarda 
konjesiyon gözlenmektedir (Hematoksilen-Eozin X200) 
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Şekil 4.3  Lenf nodu tutulumu olmayan yüksek dereceli, over papiller seroz 
adenokarsinom tanısı almış over dokusu örneği. Düzensiz dallanmış 
papillalar, ortalarında az miktarda stroma ve atipik çekirdekler 
gözlenmektedir ( Hematoksilen-Eozin A X2.50, B X50, C X100, DX200, E, F 
X400) 

 

Şekil 4.4  Lenf nodu tutulumu olan yüksek dereceli over papiller seroz 
adenokarsinom tanısı almış over dokusu örneği. Çok sayıda atipik çekirdek 
ve tümör bizzar dev hücreler gözlenmektedir ( Hematoksilen-Eozin A 
X2.50, B X50, C X100, DX200, E, F X400) 
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Şekil 4.5.  Lenf nodu tutulumu olan yüksek dereceli over papiller 
serozadenokarsinom tanısı almış lenf nodu örneği. Lenf nodu içinde yer 
alan tümör dokusunda infiltratif hücreler arasında tek veya guruplar 
oluşturan eozinofilik sitoplazmalı tümör hücreleri izlenmektedir 
(Hematoksilen-Eozin A X2.50, B X50, C X100, DX200, E, F X400) 

4.3 Hasta Gruplarında Tümör Hücreleri ve Tümör Stromasında 

İmmunohistokimyasal İşaretlenmelerinin Değerlendirilmesi 

4.3.1 BMP-2 ve BMP-7 immunreaktivitesi  

BMP-2 ile yapılan immun işaretlemede, lenf nodu tutulumu olmayan ve lenf 

nodu tutulumu olan yüksek dereceli over seröz kanseri tanısı almış hastalara ait over 

dokusu örneklerinde tümör hücreleri sitoplazması, stromadaki hücreler ve damar 

endotel hücrelerinde pozitif immünreaktivite izlendi. Lenf nodu tutulumu olan 

hastaların lenf nodu örneklerinde de tümör hücreleri, stromadaki hücreler ve damar 

endotel hücrelerinde pozitif BMP-2 immünreaktivite gözlendi. BMP-7 ile yapılan 

immun işaretlemede, lenf nodu tutulumu olmayan ve lenf nodu tutulumu olan yüksek 

dereceli over seröz kanseri tanısı almış hastalara ait over dokusu örneklerinde tümör 

hücreleri ve damar endotelinde zayıf, stromadaki infiltratif hücrelerde güçlü 

immünreaktivite izlendi. Lenf nodu tutulumu olan hastaların lenf nodu örneklerinde 

de tümör hücreleri, stromadaki infiltratif hücreler ve damar endotel hücrelerinde 

benzer pozitif BMP-7 immünreaktivite gözlendi (Şekil 4.6) 
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Şekil 4.6  Over dokusu örneklerinde A- tümör hücreleri sitoplazması (siyah ok) ve 
endotel hücrelerinde (kırmızı ok) güçlü pozitif BMP-2 immünreaktivitesi B- 
tümör hücreleri sitoplazması (siyah ok) ve endotel hücrelerinde (kırmızı ok) 
zayıf, stroma hücreleri, stromada ve tümörde infiltratif hücrelerde (yeşil 
ok) güçlü BMP-7 immünreaktivitesi izlenmektedir (indirekt 
immünperoksidaz-hematoksilen A, B x 630) 

4.3.2 ZEB2 immunreaktivitesi 

ZEB2 için yapılan immun işaretlemelerde, lenf nodu tutulumu olmayan ve lenf 

nodu tutulumu olan over dokusu örneklerinde tümör hücreleri, stromadaki hücreler 

ve damar endotel hücrelerinin sitoplazması ve yer yer çekirdeklerinde pozitif güçlü 

immünreaktivite izlendi. Lenf nodu tutulumu olan hastaların lenf nodu örneklerinde 

benzer güçlü pozitif ZEB2 immünreaktivitesi gözlendi (Şekil 4.7) 

 

 

Şekil 4.7.  Over dokusu örneklerinde tümör hücrelerinin sitoplazması (siyah ok) ve 
tümör ve stromadaki çekirdekler (yeşil ok) ve damar endotel hücrelerinde 
(kırmızı ok) pozitif güçlü ZEB2 immünreaktivitesi izlenmektedir (indirekt 
immünperoksidaz-hematoksilen A, B x 630) 
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4.3.3 ITG α5 Ve ITG β1 İmmunreaktivitesi 

Lenf nodu tutulumu olmayan ve lenf nodu tutulumu olan yüksek dereceli over 

seröz kanseri tanısı almış hastalara ait over dokusu örneklerinde tümör hücreleri 

membranında ve damar endotel hücrelerinde güçlü ve ITG β1 immünreaktivitesi 

izlendi. Lenf nodu tutulumu olan hastaların lenf nodu örneklerinde de benzer şekilde 

tümör hücre membranında her iki molekül ile güçlü pozitif immünreaktivite gözlendi 

(Şekil 4.8).  

 

 

Şekil 4.8.  Over dokusu örneklerinde, tümör hücrelerin membranında (mavi ok), 
damar endoteli (kırmızı ok) güçlü A-  ITG α5 pozitif immünreaktivitesi B- 
ITG β1 pozitif immünreaktivitesi izlenmektedier (indirekt 
immünperoksidaz-hematoksilen A, B x 630) 

 

4.4 BMP-2, BMP-7, ZEB2, ITG α5 ve ITG β1 immunreaktivitelerinin gruplar 

arası karşılaştırılması 

Lenf nodu tutulumu olmayan ve olan yüksek dereceli over seröz kanser tanısı 

almış hastaların over dokusu örnekleri ve lenf nodu tutulumu olan grubun lenf nodu 

dokusu örnekleri olmak üzere 3 grupta BMP-2, BMP-7, ZEB2, ITG α5 ve ITG β1 

immunreaktiviteleri belirlendi ve H-skor analiz ile skorlandıktan sonra karşılaştırılarak 

gruplar arası farklılıklar istatistiksel olarak değerlendirildi.  
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4.4.1 BMP-2 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılması 

BMP-2 immunreaktivitesi üç grupta da tümör hücreleri sitoplazması, 

stromadaki hücreler ve damar endotel hücrelerinde gözlendi. BMP-2 

immünreaktivitesi tümör hücrelerinde güçlü, stromada zayıf olarak izlendi. (Şekil 4.9) 

Tümör hücrelerinde BMP-2 immünreaktivitesinin H-skor analizi sonuçları, gruplar 

arası karşılaştırıldığında lenf nodu tutulumu olan over dokusu ve lenf nodu dokusu 

örneklerinde, lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu örneklerinden daha güçlü 

immünreaktivite gözlendi (Şekil 4.10) ve bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(p<0,000) (Şekil 4.11). 

 

Şekil 4.9.  Tümör ve stromada BMP-2 immunreaktivitesi. A) Lenf nodu tutulumu 
olmayan over dokusu B) Lenf nodu tutulumu olan over dokusu C) Lenf 
nodu tutulumu olan lenf nodu. (indirekt immünperoksidaz- Hematoksilen 
A, B, C x100) 
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Şekil 4.10  Tümör hücrelerinde BMP-2 immünreaktivitesinin gruplar arası 
karşılaştırılması. A, B) Lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu C, D) Lenf 
nodu tutulumu olan over dokusu E, F) Lenf nodu tutulumu olan lenf nodu 
(indirekt immünperoksidaz- Hematoksilen A, C, E x 40- B, D, F x 630) 
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Şekil 4.11.  BMP-2 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılmasının 
istatistiksel değerlendirilmesi. Tümör hücrelerinde BMP-2 
immünreaktivitesi H-skor analiz sonuçları gruplar arası 
karşılaştırıldığında lenf nodu tutulumu olan over dokusu ve lenf nodu 
dokusu örneklerinde, lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu 
örneklerinden daha güçlü immünreaktivite gözlendi ve bu fark 
istatistiksel analiz sonrası anlamlı bulundu (*p<0,000).   

4.4.2 BMP-7 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılması 

immunreaktivitesi üç grupta da tümör hücreleri ve damar endotelinde zayıf, 

stromadaki infiltratif hücrelerde güçlü pozitif olarak izlendi (Şekil 4.12). BMP-7 

immünreaktivitesi H-skor analizi gruplar arası karşılaştırıldığında lenf nodu tutulumu 

olmayan over dokusu örneklerinde, lenf nodu tutulumu olan over dokusu 

örneklerinden daha güçlü immünreaktivite gözlendi, ancak bu fark istatistiksel olarak 

anlamlı değildi.  Lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu örnekleri ve lenf nodu 

tutulumu olan lenf nodu örnekleri karşılaştırıldığında lenf nodu tutulumu olmayan 

over dokusu örneklerinde daha güçlü immünreaktivite gözlendi ve bu fark istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p<0,000). Lenf nodu tutulumu olan over dokusu 

örneklerinde, lenf nodu tutulumu olan lenf nodu örneklerinden istatiastiksel olarak 

daha güçlü pozitiflik saptandı (p<0,001) (Şekil 4.13) (Şekil 4.14). 



40 

 

Şekil 4.12. Tümör ve stromada BMP-7 immunreaktivitesi. A) Lenf nodu tutulumu 
olmayan over dokusu B) Lenf nodu tutulumu olan over dokusu C) Lenf 
nodu tutulumu olan lenf nodu. (indirekt immünperoksidaz- Hematoksilen 
A, B, C x100) 

 

 

Şekil 4.13.  BMP-7 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılması. A, D) Lenf 
nodu tutulumu olmayan over dokusu B, E) Lenf nodu tutulumu olan over 
dokusu C, F) Lenf nodu tutulumu olan lenf nodu (indirekt 
immünperoksidaz- Hematoksilen A, C, E x 40- B, D, F x 630) 
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Şekil 4.14.  BMP-7 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılmasının istatistiksel 
değerlendirilmesi. Lenf nodu tutulumu olmayan over dokularında, lenf 
nodu tutulumu olan over dokusu ve lenf nodu örneklerinden daha güçlü 
immünreaktivite tesbit edilidi. Bu fark lenf nodu tutulumu olmayan over 
ve lenf nodu tutulumu olan lenf nodu örnekleri arasında anlamlıyken 
(*p<0,000), lenf nodu tutulumu olmayan ve olan over dokuları arasındaki 
fark anlamlı bulunmadı. Lenf nodu tutulumu olan grupda over dokusu ve 
lenf nodu örnekleri arasında anlamlı fark saptandı  (**p<0,001). 

4.4.3 ZEB2 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılması 

ZEB2 immunreaktivitesi üç grupta da tümör ve stromadaki hücreler ve damar 

endotel hücrelerinin sitoplazması ve yer yer çekirdeklerinde gözlendi. H-skor 

analizine göre tümör hücrelerinde güçlü ve stromada zayıf immünreaktivite izlendi 

(Şekil 4.15). ZEB2 immünreaktivitesinin H-skor analizi sonuçları gruplar arası 

karşılaştırıldığında lenf nodu tutulumu olan over dokusuda tümör hücrelerinde, lenf 

nodu tutulumu olmayan over dokusu örneklerinden daha güçlü immünreaktivite 

gözlendi (Şekil 4.16). Lenf nodu tutulumu olan grubun lenf nodu örneklerinde de 

tümör hücrelerinde güçlü immünreakrivite saptandı. Gruplar arasındaki fark 

istatistiksel olarak anlamlıydı(p<0,000) (Şekil 4.17). 
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Şekil 4.15. Tümör ve stromada ZEB2 immunreaktivitesi. A) Lenf nodu tutulumu 
olmayan over dokusu B) Lenf nodu tutulumu olan over dokusu C) Lenf 
nodu tutulumu olan lenf nodu. (indirekt immünperoksidaz- Hematoksilen 
A, B, C x100) 

 

 

Şekil 4.16. ZEB2 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılması A, B) Lenf nodu 
tutulumu olmayan over dokusu C, D) Lenf nodu tutulumu olan over 
dokusu E, F) Lenf nodu tutulumu olan lenf nodu (indirekt 
immünperoksidaz- Hematoksilen A, C, E x 40- B, D, F x 630) 

 



43 

 

Şekil 4.17.  ZEB2 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılmasının istatistiksel 
değerlendirilmesi. Tümör hücrelerinde ZEB2 immünreaktivitesi lenf nodu 
tutulumu olan over dokusu ve lenf nodu dokusu örneklerinde, lenf nodu 
tutulumu olmayan over dokusu örneklerinden anlamlı olarak daha güçlü 
immünreaktivite gözlendi (*p<0,000).  

 

4.4.4 ITG α5 İmmunreaktivitesinin Gruplar Arası Karşılaştırılması 

ITG α5 immunreaktivitesi üç grupta da tümör hücreleri membranında ve 

damar endotel hücrelerinde gözlendi.  H-skor analizine göre tümör hücreleri ve 

stromada orta şiddette pozitif ITG α5 immunreaktivitesi izlendi (Şekil 4.18). Tümör 

hücrelerinde ITG α5 immünreaktivitesi H-skor analizi sonuçları gruplar arası 

karşılaştırıldığında lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu örneklerinde, lenf nodu 

tutulumu olan over dokusu örneklerinden daha güçlü immünreaktivite saptandı ve 

bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,001). Lenf nodu tutulumu olan over 

dokusu örnekleri ve lenf nodu tutulumu olan lenf nodu örnekleri karşılaştırıldığında, 

lenf nodu örneklerinde tümör hücrelerinde daha güçlü ITG α5 immünreaktivitesi 

saptandı, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamlı değildi (Şekil 4.19) (Şekil 4.20). 
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Şekil 4.18.  Tümör ve stromada ITG α5 immunreaktivitesi. A) Lenf nodu tutulumu 
olmayan over dokusu B) Lenf nodu tutulumu olan over dokusu C) Lenf 
nodu tutulumu olan lenf nodu. (indirekt immünperoksidaz- 
Hematoksilen A, B, C x100) 

 

 

Şekil 4.19. ITG α5 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılması. A, B)Lenf nodu 
tutulumu olmayan over dokusu C, D) Lenf nodu tutulumu olan over 
dokusu E,F) Lenf nodu tutulumu olan lenf nodu. (indirekt 
immünperoksidaz- A, C, E x 40- B, D, F x 630) 
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Şekil 4.20.  ITG α5 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılmasının istatistiksel 
değerlendirilmesi. Lenf nodu tutulumu olmayan over ile,  lenf nodu 
tutulumu olan over dokusu örnekleri karşılaştırıldığında, lenf nodu 
tutulumu olmayan grubta tümör hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı 
güçlü ITG α5 immünreaktivitesi saptandı (**p<0,001). Lenf nodu 
tutulumu olan over ve lenf nodu örnekleri tümör hücrelerinde ITG α5 
immünreaktivitesi karşılaştırıldığında, lenf nodu örnekleri tümör 
hücrelerinde daha güçlü ITG α5 immünreaktivitesi saptandı ama bu fark 
istatistiksel olarak anlamlı değildi.  

 

4.4.5 ITG β1 İmmunreaktivitesinin Gruplar Arası Karşılaştırılması 

ITG β1 immunreaktivitesi üç grupta da tümör hücreleri membranında ve 

damar endotel hücrelerinde gözlendi. H-skor analizine göre tümör hücrelerinde güçlü 

ve stromada zayıf immünreaktivite izlendi (Şekil 4.21). Tümör hücrelerindeki ITG β1 

immünreaktivitesi H-skor analizi sonuçları gruplar arası karşılaştırıldığında lenf nodu 

tutulumu olmayan over dokusu örneklerinde, lenf nodu tutulumu olan over dokusu 

örneklerinden istatistiksel olarak daha güçlü ITG β1 immunreaktivitesi saptandı 

(p<0,000). Lenf nodu tutulumu olan over dokusu örnekleri, lenf nodu örnekleri ile 

karşılaştırıldığında, lenf nodu örneklerinin tümör hücrelerinde istatistiksel olarak 

anlamlı daha güçlü ITG β1 immünreaktivitesi saptandı (p<0,000) (Şekil 4.22) (Şekil 

4.23). 
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Şekil 4.21.  Tümör ve stromada ITG β1 immunreaktivitesi. A) Lenf nodu tutulumu 
olmayan over dokusu B) Lenf nodu tutulumu olan over dokusu C) Lenf 
nodu tutulumu olan lenf nodu. (indirekt immünperoksidaz- Hematoksilen 
A, B, C x100) 

 

 

Şekil 4.22.  ITG β1 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılması. A, B) Lenf nodu 
tutulumu olmayan over dokusu C, D) Lenf nodu tutulumu olan over 
dokusu E, F) Lenf nodu tutulumu olan lenf nodu. (indirekt 
immünperoksidaz- A, C, E x40- B, D, F x630) 
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Şekil 4.23.  ITG β1 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılmasının istatistiksel 
değerlendirilmesi. Lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu 
örneklerinde, lenf nodu tutulumu olan over dokusu örneklerinden daha 
güçlü immunreaktivite saptandı ve bu fark istatistiksel olarak anlamlı 
bulundu (*p<0,000).  Lenf nodu tutulumu olan over dokusu örnekleri ve 
lenf nodu tutulumu olan lenf nodu örnekleri karşılaştırıldığında, lenf nodu 
örneklerinde istatistiksel olarak anlamlı daha güçlü immünreaktivite 
saptandı (*p<0,000).   

 

4.5 BMP-2 Ve BMP-7 İmmunreaktivitelerinin Karşılaştırılması 

H-skor analizinde BMP-2 immünreaktivitesi,  lenf nodu tutulumu olmayan ve 

olan over dokusu örnekleri ve lenf nodu tutulumu olan grubun lenf nodu örneklerinin 

tümör hücrelerinde her 3 grupta da güçlü immünreaktivite izlendi. Her 3 gruptada H-

skor analizi ile tümör hücrelerinde zayıf BMP-7 immünreaktivitesi saptandı. Üç grupta 

tümör hücrelerinde BMP-2 ve BMP-7 immunreaktiviteleri karşılaştırıldığında, 

birbirleri ile ters korelasyon gösterdiği saptandı (Şekil 4.24). 
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Şekil 4.24.  BMP-2 ve BMP-7 immunreaktivitesinin gruplar arası karşılaştırılması. A, B, 
C) BMP-2 immünreaktivitesi D, E, F) BMP-7 immünreaktivitesi A, D) Lenf 
nodu tutulumu olmayan over dokusu B,E) Lenf nodu tutulumu olan over 
dokusu C,F) Lenf nodu tutulumu olan lenf nodu dokusu. (indirekt 
immünperoksidaz- A, B, C, D, E, F x630) 

 

4.6 SKOV-3 Hücre Hattı Kültürü  

Over adenokarsinom hücre hattı SKOV-3 hücreleri 37o C, %5 CO2 li nemli 

ortamda üretildi (Şekil 4.25). Kültür ortamında uygun şartlarda üretilen hücreler 

4.pasaja geldiğinde BMP-2, BMP-7, ZEB2, ITG α5 ve ITG β1 ile immünperoksidaz ve 

immünofloresan işaretlemeler gerçekleştirildi.  
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Şekil 4.25.  SKOV-3 hücreleri kültür kabının tabanına tutunmuş olarak görülmekte ve 
konfluent hücreler kaldırım taşı görüntüsüne sahip olduğu 
gözlenmektedir (fazkontrast görüntü X400). 

 

4.7 SKOV-3 Over Adenokarsinoma Hücre Hattına ait Hücrelerde 

İmmünperoksidaz ve İmmünfloresan İşaretlemelerin Değerlendirilmesi 

SKOV-3 hücre hattında, BMP-2 ve BMP-7 immünreaktivitesi hücrelerin 

sitoplazmasında gözlendi (şekil 4.26-4.29). H-skor analizi ile SKOV-3 hücre hattına ait 

hücrelerde BMP-2 ile orta,  BMP-7 ile zayıf immünreaktivite saptandı.  

ZEB2 immünreaktivitesi SKOV-3 hücrelerinin hem sitoplazma hem 

çekirdeklerinde tespit edildi (şekil 4.30-4.31). H-skor analizinde SKOV-3 hücre hattına 

ait hücrelerde orta derecede ZEB2 immünreaktivitesi saptandı.  

ITG α5 ve ITG  β1 immünreaktiviteleri SKOV-3 hücrelerinin membranı, 

sitoplazması ve hücrelerin sitoplazmik hücre uzantılarında (lamellipodia ve 

filopodiada) gözlendi (şekil 4.32-4.35).  

Ayrıca ITG β1 immünreaktivitesi SKOV-3 hücre hattında fokal noktasal biçimde 

perinüklaer alanda izlendi (şekil 4.36).  

H-skor analizinde SKOV-3 hücre hattına ait hücrelerde orta derecede ITG α5 

ve güçlü ITG β1 immünreaktivitesi saptandı. 
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Şekil 4.26.  SKOV-3 over adenokarinom hücre hattında sitoplazmik orta derecede 
BMP-2 immünreaktivitesi gözlenmektedir (indirek immünperoksidaz-
Hematoksilen, A X 400- B X 630)   

 

 

Şekil 4.27.  SKOV-3 over adenokarinom hücre hattında BMP-2 ile sitoplazmik 
immünofloresan işaretleme gözlenmektedir (indirekt immünofloresan-
DAPI X 630)   
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Şekil 4.28.  SKOV-3 over adenokarinom hücre hattında sitoplazmik zayıf BMP-7 
immünreaktivitesi gözlenmektedir (indirekt immünperoksidaz- 
Hematoksilen, A X 400- B X 630)   

  

 

Şekil 4.29.  SKOV-3 over adenokarinom hücre hattında BMP-7 ile sitoplazmik 
immünofloresan işaretleme gözlenmektedir (indirekt immünofloresan-
DAPI X 630)   
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Şekil 4.30.  SKOV-3 over adenokarinom hücre hattında çekirdek ve sitoplazmada orta 
derecede ZEB2 immünreaktivitesi gözlenmektedir (indirekt 
immünperoksidaz- Hematoksilen, A X 400- B X 630)   

 

 

Şekil 4.31. SKOV-3 over adenokarinom hücre hattında ZEB2 ile sitoplazmik 
immünofloresan işaretleme gözlenmektedir (indirekt immünofloresan-
DAPI X 630)   
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Şekil 4.32.  SKOV-3 over adenokarinom hücre hattında sitoplazmik orta derecede ITG 
α5 immünreaktivitesi gözlenmektedir (indirek immünperoksidaz-
Hematoksilen, A X 400- B X 630) 

 

  

Şekil 4.33.  SKOV-3 over adenokarinom hücre hattında ITG α5 ile sitoplazmik 
immünofloresan işaretleme gözlenmektedir (indirekt immünofloresan-
DAPI X 630)   
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Şekil 4.34.  SKOV-3 over adenokarinom hücre hattında hücre membranı ve 
sitoplazmasında güçlü ITG β1 immünreaktivitesi gözlenmektedir (indirek 
immünperoksidaz-Hematoksilen, A X 400- B X 630) 

 

 

Şekil 4.35.  SKOV-3 over adenokarinom hücre hattında ITG β1 ile sitoplazmik 
immünofloresan işaretleme gözlenmektedir (indirekt immünofloresan-
DAPI X 630) 
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Şekil 4.36.  SKOV-3 over adenokarinom hücre hattında ITG β1 immünreaktivitesi 
fokal noktasal biçimde perinüklear alanda izlenmektedir (indirekt 
immünofloresan-DAPI X 630) 

 

4.8 SKOV-3 over adenokarsinoma hücre hattı hücrelerinde ITG α5, ITG 

β1’in çift immünofloresan işaretlemesi 

SKOV-3 hücre hattı hücrelerinde ITG α5 ve ITG β1 lokalizasyonlarını belirlemek 

için hücrelerde çift immünofloresan işaretleme yapıldı. Sonuçlar her iki integrininde 

hücre membran ve sitoplasmazında birlikte aynı yerde olduklarını gösterdi (Şekil 

4.37). 
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Şekil 4.37.  SKOV-3 over adenokarsinoma hücre hattına ait hücrelerde ITG α5 ve ITG 
β1 ile çift immünofloresan işaretlmesi. ITG α5 ve ITG β1 hücre 
sitoplazması ve membranında aynı yerde immünofloresan işaretlenmesi 
göstermektedir. A, B) ITG β1 C, D) ITG α5 E, F) Birleştirilmiş (indirekt 
immünofloresan-DAPI x630) 

 

4.9 SKOV-3 Over Adenokarsinoma Hücre Hattına Ait Hücrelerde 

İmmünperoksidaz ve İmmünfloresan İşaretlemelerin H-skor ve İstatistiksel 

Analiz Değerlendirilmesi 

SKOV-3 hücre hattında gerçekleştirilen immünositokimyasal işaretlemelere 

ait H-skor analizleri, immunohistokimya H-skor sonuçları ile uyumlu olarak BMP-2 

immünreaktivitesi hücrelerde orta derece pozitif ve BMP-7 immünreaktivitesi zayif 

pozitif olarak saptandı. SKOV-3 hücrelerinde BMP-2 ve BMP-7 immünreaktiviteleri 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı fark bulundu (p<0,004) (şekil 4.38). 

SKOV-3 hücre hattı hücrelerinde H-skor analizi sonucu ZEB2, ITG α5 

immünreaktiviteleri orta derecede pozitif ve ITG β1 immünreaktivitesi güçlü pozitif 

olarak saptandı. ITG β1 immünreaktivitesi, ITG α5 ile karşılaştırıldığında, istatistiksel 

anlamlı fark tespit edildi ( p<0,023)  (şekil 4.38). 
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Şekil 4.38.  SKOV-3 Over Adenokarsinoma Hücre Hattı Hücrelerinde 
İmmünperoksidaz ve İmmünfloresan İşaretlemelerin istatistiksel 
Değerlendirilmesi. SKOV-3 hücre hattı hücrelerinde BMP-2 ve BMP-7 
immünreaktivitesi H-skor analiz sonuçları karşılaştırıldığında, BMP-2 
immünreaktivitesi istatistiksel anlamlı olarak daha güçlü saptandı (* 
p<0,004). ITG α5, ITG β1 mmünreaktivitesi H-skor analiz sonuçları 
karşılaştırıldığında, ITG β1 immünreaktivitesinin daha güçlü olduğu 
saptandı ve bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulundu (** p<0,023) 
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5. TARTIŞMA 

Over kanserlerinin %70 ini oluşturarak en yaygın çeşidi olan yüksek dereceli 

over seröz karsinomları peri ve postmenapozal kadınlarda görülmektedir. 

Çalışmamızda da lenf nodu tutulumu olan grup da yaş ortalaması 58,619 ± 11,170, 

lenf nodu tutulumu olmayan grup da yaş ortalaması 58,838 ± 10,178 olarak saptandı. 

Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan gruplar arasında yaş ortalamasında fark 

bulunmadı.    

Over kanseri hücre hatlarında BMP'lerin mRNA ifadelerini saptamak amacı ile 

yapılan çok sayıda çalışma bulunmasına rağmen [87], over kanserinde BMP'lerin işlevi 

iyi bilinmemektedir. BMPler ile ilgili yapılan çalışmaların çoğunluğu, BMP-2 ve BMP4 

üzerinedir. Over malign tümöründe, BMP-2 ve reseptörleri BMPRIB ve BMPRII’nin 

mRNA seviyeleri, benign tümörler ve normal over dokusuna oranla daha düşük 

olduğu saptanmıştır [50]. Bu durum BMP-2 artışının metastazdan koruyucu olduğunu 

akla getirmektedir. Bu bulguların aksine, son yıllarda yapılan çalışmalarda; over 

kanseri hastalarında BMP-2 tedavisinin, EMT’yi arttırdığı ve kötü prognoz ile korele 

olduğu gösterilmiştir [51]. Epiteliyal over kanserlerinde yapılan çalışmada BMP-2 

ifadesindeki değişikliklerin tümör hücresinin motilite ve adezyonunu değiştirdiğini ve 

BMP-2 ifadesindeki artışın sağ kalımla ters korelasyon içinde olduğunu ve kötü 

prognoz göstergesi olduğunu öne sürmektedir [88]. Seröz over kanseri progenitör 

hücrelerinde (OCSPC ler) yenilenme ve multipotent farklanma kapasitesinin artışı, 

BMP-2, BMP-4 ve TGF-β seviyelerinde artış ile seyrettiği bildirilmiştir [52]. Over 

kanserlerinde Page ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, tümör hücrelerinde yüksek 

BMP-2 mRNA ekspresyonu ve tümör dokusu örneklerinde güçlü 

immünohistokimyasal boyama saptanmıştır [88].   

Bizim çalışmamızda da Page ve arkadaşları ile uyumlu şekilde tümör 

hücrelerinde BMP-2 immünreaktivitesi güçlü pozitif olarak saptandı. Yaptığımız 

çalışmada BMP-2 immünreaktivitesi ilk defa lenf nodu tutulumu olan ve olmayan 

yüksek dereceli seroz over kanserlerin tümör hücrelerinde karşılaştırıldı ve lenf nodu 

tutulumu olan grupta tümör hücrelerinde daha güçlü immünreaktivite saptandı. 
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BMP-2 immünreaktivitesinin lenf nodu tutulumu olan grupta artışı over kanserlerinde 

EMT süreci ve hücre göçünde rolü olabileceğini düşündürmektedir. 

BMP-7 için yapılan literatür taramasında sınırlı sayıda çalışmaya 

rastlanmaktadır. Hibbs ve arkadaşlarının 2004’de over kanserinde yaptıkları 

çalışmada, BMP-7 mRNA ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir. Bu çalışmada 

immünohistokimyasal işaretleme ile BMP-7 nin tümör hücrelerinde az, tümör 

hücrelerini çevreleyen stromal hücrelerde fazla miktarda eksprese edildiği 

gösterilerek, tümör hücrelerinin etrafındaki stromal hücrelerin bazı faktörleri 

eksprese ederek invazyona ve metastaza katkı sağladığı şeklinde yorumlanmıştır [89]. 

Bizim çalışmamızda da Hibbs ve arkadaşları ile uyumlu olarak, tümör hücrelerinde 

BMP-7 immünreaktivitesi zayıf, tümör stromasındaki hücrelerde güçlü olarak izlendi. 

Stromada işaretlenen hücreler infiltratif hücreler (makrofaj, lenfosit, dendritik hücre), 

fibroblast veya stromadaki tümör hücreleridir. Bu hücrelerin hangi hücreler olduğunu 

saptamak için hücre belirteçleri kullanarak daha spesifik işaretleme sonrası daha 

detaylı bir yorumda bulunulabilir. 

Başka bir çalışmada, over kanserleri, normal over dokusu ile 

karşılaştırıldığında kanser dokusunda BMP-7 ekspresyon artışının TGF- β yolağının 

baskılanmasına ve proliferasyonda artmaya sebep olduğu gösterilmiştir [90]. TGF- β 

yolağının proliferasyonu baskıladığı, hücre göçü ve invazyonu tetiklediği 

bilinmektedir. Yapılan bu çalışmada BMP-7 ekspresyon artışının, TGF- β yolağının 

baskılanmasına sebep olması aynı zamanda hücre invazyon ve göçünüde negatif 

yönde etki ettiğini de akla getirmektedir.  Bizim çalışmamızda lenf nodu tutulumu 

olan ve olmayan yüksek dereceli over seröz kanserler karşılaştırıldığında lenf nodu 

tutulumu olan grupda BMP-7 nin daha düşük ifade edilidği saptanmıştır. Sunde ve 

arkadaşları normal over dokusu ile karşılaştırdıklarında over kanserinde BMP-7 

ifadesinin yüksek olduğunu saptamışlardır ama over kanseri alt tipi belirtilmemiştir. 

Çalışmada bakılan over kanseri metastatik tümör olmayabilir ve tümörün başlangıç 

evrelerine bakılmış olabilir. 

 Sunde ve arkadaşlarının bulgusu ve çalışmamızın sonuçları, over kanseri 

başlangıcında BMP-7 ifadesi artışı olduğu ve TGF- β yolağını baskılayarak 
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antiproliferatif etkisini ortadan kaldırdığı ve kanser hücre proliferasyonuna sebep 

olduğu şeklinde yorumlanabilir, sonrasında daha ileri evrede metastaz sırasında BMP-

7 ifadesi düşer, TGF- β yolağını üzerindeki baskılayıcı etki ortadan kalkar, hücre 

proliferasyonu baskılanır ve TGF- β yolağı hücre invazyonu ve göçünü tetikler şeklinde 

yorumlanabilir [53, 54]. Buda BMP-7’nin kanserde bifazik etkisi olabileceğini 

düşündürmektedir. 

2015 senesinde Hover ve arkadaşlarının yaptığı çalışmaya göre 3 ayrı over 

kanseri hücre hattında BMP-7 geni, BMP ligandlarından en fazla (%17) amplifiye olan 

gen olarak bulunmuştur [91].  

Çalışmalarda farklı sonuçların bildirilmesi, aynı ligandın kanser türüne bağlı 

farklı çalışabeceğini ve BMP ailesindeki çeşitli üyelerin etkisinin eşit olmadığı ve ayrı 

ayrı ele alınıp çalışılmaları gerektiğini göstermektedir. Ayrıca, aynı kanser tipindeki 

aynı BMP ligandının, çalışmaya bağlı olarak farklı şekilde çalışması muhtemeldir[84]. 

Çalışmalarda sadece bir hücre hattına dayanan sonuçlar çok basit kalıp güvenilir 

olmayabilir, bu nedenle çok çeşitli kanser hücre hatları veya farklı tümör türleri 

kullanılmalıdır. Buna dayanarak biz çalışmamıza hem patoloji arşivinden alınan 

parafin bloklardaki over kanseri tümör örneklerini, hem de SKOV-3 over 

adenokarsinom hücre hattını dahil edip sonuçlarımızı doğrulamaya çalıştık. Fikir 

birliği, BMP'lerin kanser gelişiminde hem tümör baskılayıcı hem de onkogen olarak 

rol oynayabileceği yönündedir [85,86].   

Çalışmamızda ilk defa tümör hücrelerinde BMP-2 ve BMP-7 

immünreaktivitleri lenf nodu tutulumu olan ve olmayan yüksek dereceli over seröz 

kanserlerinde karşılaştırıldı. BMP-2 güçlü pozitif olarak gözlenirken, BMP-7 

immünreaktivitesi zayıf olarak gözlendi. SKOV-3 hücre hattı hücrelerinde de 

sonuçlarımızı destekler şekilde BMP-2 immünreaktividesi güçlü pozitifken, BMP-7 

immünreaktivitesinde zayıf olarak saptandı. Bu bulgular hipotezimi doğrulamakta ve 

BMP-2 ve BMP-7 ifadelerinin ters korelasiyon içinde olduklarını göstermektedir. 

BMP-7 immünreaktivitesi, lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu 

örneklerinde lenf nodu tutulumu olan over dokusu örneklerinden daha güçlü olarak 

saptandı ama bu immünreaktivite farkı istatistiksel olarak anlamlı değildi.  Çalışma 
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için seçtiğimiz gruplar göz önune alınında her 3 grup yüksek dereceli seröz over kanser 

örnekleri olduğundan, bu durum BMP-7 immünreaktivitelerinin aralarındaki farkın 

anlamlı olmamasına sebep olmuş olabilir. Karşılaştırmalar düşük dereceli ve yüksek 

dereceli over kanserlerde değerlendirildiğinde farkın daha anlamlı olabileceği ve 

BMP-7 immünreaktivitesini düşük dereceli over kanserlerinde daha güçlü olabileceği 

düşünülmektedir.  

EMT sürecinde aktif rol oynayan bir transkripsyon faktörü olan ZEB2, TGF-β 

sinyal yolaklarında görev almaktadır. Çalışmalarda ZEB2’nin EMT’yi aktive ederek 

tümör başlangıcı ve gelişiminde anahtar rol oynadığı ve prognozu kötü etkilediği 

gösterilmiştir. Over kanser hücre hatları, OVCAR3 ve SKOV3, üzerinde yapılan 

çalışmada, mir200 artışının, ZEB1/pSMAD3 yolağı üzerinden,ZEB1 ekspresyonunu 

azalttığı dolayısı ile de kanser hücre invazyonunun ve metastaznı azalttığı 

gösterilmiştir [63]. Son yıllarda yapılan çalışmalarda, over kanserlerinde, ZEB2 

ifadesinin normalde sitoplazmada lokalize iken invazyon EMT sırasında, çekirdek 

içinde, kanser dokusunun ön kısmında lokalize olduğu, EMT ve invazyonu arttırdığı 

gösterilmiştir [62]. Çalışmamızda ZEB2 immünreaktivitesi, SKOV-3 hücre hattında, 

Prislei ve arkadaşlarının gözlemleri ile uyumlu olarak hücrelerin hem çekirdek hem de 

sitoplazmasında gözlendi. Çekirdekte ZEB2 immünreaktivitesi izlenen hücreler 

bağlantılarını koparmış uzantıları olmayan daha yuvarlak hücreler olarak 

görülmekteydi, bu da bu hücrelerin göç eden hücreler olabileceğini 

düşündürmektedir. Hasta dokularında ZEB2 lenf nodu tutulumu olan grupta daha 

güçlü bulundu. Transkripsyon faktörü olarak ZEB2 ifalesinin lenf nodu tutulumu olan 

grup da daha güçlü olması, EMT yi tetiklediği fikrini desteklemektedir. 

Hücreler tutunmaya bağımlı olarak büyür, prolifere olur ve hayatta kalırlar 

[58].   Bu durumu oluşturan ana etmen integrinler ve onların hücre içi sinyal 

yolaklarıdır. Hücrelerin tutunma bağımlılıklarındaki mutasyonlar, onların bağımsız 

şekilde göç edip, çoğalıp; kansere dönüşümlerine neden olur. Yapılan çalışmalarda 

integrinlerin artışı veya azalmasının birçok kanser dokusunun invazyon ve 

metastazında rol oynadığı gösterilmiştir. Over kanserlerinde yapılan çalışmalarda; 

αvβ6, β1, α5β1, β4 integrinlerin metastaz ve invazyonda rol oynadıkları gösterilmiştir 
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[78]. Epitelyal over kanserlerinde β1-integrin artışı kanser hücrelerinin metastazında 

artış ile ilişkilendirilmiştir. β1 integrinin inhibisyonunun, hücre motilitesini azalttığı 

aynı çalışmada gösterilmiştir [84].  Over kanseri hücre hatlarında (HO-8910 ve HO-

8910PM), β1-integrinin artışı gösterilmiştir. Bu integrinin siRNA ile susturulmasının 

apoptozu artırdığı, adhezyon ve göçü azalttığı bildirilmiştir [85]. Over kanserlerinde 

yapılan başka bir çalışmada, α5β1-integrinin, c-Met/FAK/Src yolağı aktivasyonu ile 

metastaz ve invazyonu arttırdığı bildirilmiştir [86]. 

Çalışmamızda ITG α5 ve ITG β1 lenf nodu tutulumu olan ve olmayan yüksek 

dereceli over seröz kanserlerde primer ve sekonder tümör odakları incelendi. Tümör 

hücrelerinde lenf nodu tutulumu olan grupta, over dokusunda integrin 

immünreaktivitesinin daha zayıf olması, tümör hücrelerinin primer odak olan over 

dokusundan ayrılmak ve EMT sürecini başlatmak için integrin bağlantılarını 

kopardıkları ve dolayısı ile integrin immünreaktivitesinin daha zayıf olduğunu 

düşündürmektedir. Sekonder odak olan lenf nodu tutulumu olan lenf nodu 

örneklerinde, immünreaktivitenin güçlü olması, göç eden hücrelerin sekonder odakta 

MET’e uğrayarak tekrar integrin aracılığı ile tutundukları dolayısı ile integrin 

immunreaktivitesinin arttığı şeklindedir. 

SKOV-3 hücre hattında ITG α5 ve ITG β1, genel olarak hücre uzantıları üzerinde 

göç sırasında oluşan lamellipodiyum ve filopodiyumlarda görüldü. ITG β1 bazı 

hücrelerde perinüklear alanlarda da gözlenmekteydi. Bu alanların çekirdek etrafında 

integrin yapımında görev alan Golgi kompleksleri oldukları düşünülmektedir. Bu 

bulguya dayanarak bir sonraki adımda Golgi işaretleyicileri kullanarak integrinlerin 

yapım aşamaları detaylandırılabilir. 
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6. SONUÇLAR 

1. Çalışmamızda lenf nodu tutulumu olan ve olmayan grup da yaş ortalaması 

yaklaşık 59 olarak saptandı. Gruplar arasında yaş ortalamasında fark bulunmadı. 

Çalışmamıza dahil edilen gruplardaki, yüksek dereceli over seröz kanser tanısını 

ilk kez alan ve ileri evre (Evre III ve IV‘e ait) lenf nodu tutulumu olan ve olmayan 

hastaların postmenapozal döneme rastladığı saptandı.    

2. Çalışmamızda, BMP-2 ile üç grupta da tümör hücreleri, stromadaki hücreler ve 

damar endotel hücrelerinin sitoplazmasında pozitif immunreaktivitesi saptandı. 

BMP-2 immünreaktivitesi tümör hücrelerinde güçlü, stromada zayıf olarak 

belirlendi. Tümör hücrelerinde BMP-2 immünreaktivitesi gruplar arası 

karşılaştırıldığında lenf nodu tutulumu olan over dokusu ve lenf nodu 

örneklerinde, lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu örneklerinden daha 

güçlü immünreaktivite gözlendi ve bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(p<0,000). BMP-2 immünreaktivitesinin lenf nodu tutulumu olan grupta daha 

yüksek saptanması over kanserlerinde EMT süreci ve hücre göçünde rolü 

olabileceğini düşündürmektedir. 

3. BMP-7 ile yapılan immun işaretlemede, her üç grupta da tümör hücreleri ve 

damar endotelinde zayıf, stromadaki infiltratif hücrelerde güçlü immünreaktivite 

izlendi. Stromada işaretlenen hücreler; infiltratif hücreler (makrofaj, lenfosit, 

dendritik hücre), fibroblast veya stromadaki tümör hücreleridir. Bu hücrelerin 

hangi hücreler olduğunu saptamak için hücre belirteçleri kullanarak daha spesifik 

işaretleme sonrası daha detaylı bir yorumda bulunulabilir. 

4. BMP-7 immünreaktivitesi lenf nodu tutulumu olmayan ile olan over dokusu 

örneklerinde karşılaştırıldığında lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu 

örneklerinde daha güçlü immünreaktivite gözlendi, ancak bu fark istatistiksel 

olarak anlamlı değildi. Çalışma için seçtiğimiz gruplar lenf nodu tutulumu 

açısından farklı olsa da tüm gruplardaki örnekler metastazı olan yüksek dereceli 

seröz over kanser örnekleridir. Bu durum BMP-7 immünreaktivitelerinin 

aralarındaki farkın anlamlı olmamasına sebep olmuş olabilir. Karşılaştırmalar 

düşük dereceli ve yüksek dereceli over kanserleri veya evre I/II yüksek dereceliler 
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ile evre III/IV arasında değerlendirilseydi farkın daha anlamlı olabileceği ve BMP-

7 immünreaktivitesini düşük dereceli over kanserlerinde daha güçlü olabileceği 

düşünülmektedir.  

5. Çalışmamızın in vivo ve in vitro sonuçlarında tümör hücrelerinde BMP-2 nin güçlü 

pozitif olarak gözlenirken, BMP-7 immünreaktivitesinin zayıf olarak gözlenmezi 

hipotezimizi doğrulamaktadır. BMP-2 ve BMP-7 ifadelerinin ters korelasiyon 

içinde olduklarını göstermektedir. 

6. ZEB2 immünreaktivitesi, her üç grupta da tümör hücreleri, stromadaki hücreler 

ve damar endotel hücrelerinin sitoplazması ve yer yer çekirdeklerinde pozitif 

olarak izlendi. ZEB2 immunreaktivitesi her üç grupta da tümör hücrelerinde güçlü 

ve stromada zayıf immünreaktivite izlendi. ZEB2 immünreaktivitesi gruplar arası 

karşılaştırıldığında lenf nodu tutulumu olan over dokusuda tümör hücrelerinde, 

lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu örneklerinden daha güçlü 

immünreaktivite gözlendi. Lenf nodu tutulumu olan grubun lenf nodu 

örneklerinde de tümör hücrelerinde güçlü immünreaktivite saptandı. Gruplar 

arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,000). Transkripsyon 

faktörü olarak ZEB2 ifadesinin lenf nodu tutulumu olan grup da daha güçlü 

olması, EMT sürecinde rol aldığı fikrini desteklemektedir. 

7. Çalışmamızda ZEB2 immünreaktivitesi, SKOV-3 hücre hattında da 

immünohistokimya sonuçlarımızla uyumlu olarak hücrelerin hem çekirdek hem 

de sitoplazmasında gözlendi. Çekirdekte ZEB2 immünreaktivitesi izlenen hücreler 

bağlantılarını koparmış uzantıları olmayan daha yuvarlak hücreler olarak 

görülmekteydi, bu da bu hücrelerin göç eden hücreler olabileceğini 

düşündürmektedir. 

8. ITG α5 ve ITG β1 immünreaktivitesi, üç grupta da tümör hücreleri membranında 

ve damar endotel hücrelerinde pozitif olarak gözlendi. ITG α5 immunreaktivitesi 

üç grupta da tümör hücreleri ve stromada orta şiddette pozitif olarak izlendi. 

Tümör hücrelerinde ITG α5 immünreaktivitesi gruplar arası karşılaştırıldığında 

lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu örneklerinde, lenf nodu tutulumu olan 

over dokusu örneklerinden daha güçlü immünreaktivite saptandı ve bu fark 
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istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,001). Lenf nodu tutulumu olan over 

dokusu örnekleri ve lenf nodu tutulumu olan lenf nodu örnekleri 

karşılaştırıldığında, lenf nodu örneklerinde tümör hücrelerinde daha güçlü ITG α5 

immünreaktivitesi saptandı, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamlı değildi. 

9. ITG β1 immunreaktivitesi üç grupta da tümör hücrelerinde güçlü ve stromada 

zayıf olarak izlendi. Tümör hücrelerindeki ITG β1 immünreaktivitesi gruplar arası 

karşılaştırıldığında lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu örneklerinde, lenf 

nodu tutulumu olan over dokusu örneklerinden istatistiksel olarak daha güçlü ITG 

β1 immunreaktivitesi saptandı (p<0,000). Lenf nodu tutulumu olan over dokusu 

örnekleri, lenf nodu örnekleri ile karşılaştırıldığında, lenf nodu örneklerinin tümör 

hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı daha güçlü ITG β1 immünreaktivitesi 

saptandı (p<0,000).  

10. Çalışmamızda ITG α5 ve ITG β1 lenf nodu tutulumu olan ve olmayan yüksek 

dereceli over seröz kanserlerde primer ve sekonder tümör odakları incelendi. 

Tümör hücrelerinde lenf nodu tutulumu olan grupta, over dokusunda integrin 

immünreaktivitesinin daha zayıf olması, tümör hücrelerinin primer odak olan 

over dokusundan ayrılmak ve EMT sürecini başlatmak için integrin bağlantılarını 

kopardıkları ve dolayısı ile integrin immünreaktivitesinin daha zayıf olduğunu 

düşündürmektedir. Sekonder odak olan lenf nodu tutulumu olan lenf nodu 

örneklerinde, immünreaktivitenin güçlü olması, göç eden hücrelerin sekonder 

odakta MET’e uğrayarak tekrar integrin aracılığı ile tutundukları dolayısı ile 

integrin immunreaktivitesinin arttığı şeklindedir. 

11. SKOV-3 hücre hattında ITG α5 ve ITG β1, genel olarak hücre uzantıları üzerinde 

göç sırasında oluşan lamellipodiyum ve filopodiyumlarda görüldü. ITG β1 bazı 

hücrelerde perinüklear alanlarda da gözlenmekteydi. Bu alanların çekirdek 

etrafında integrin yapımında görev alan Golgi kompleksleri oldukları 

düşünülmektedir. Bu bulguya dayanarak bir sonraki adımda Golgi işaretleyicileri 

kullanarak integrinlerin yapım aşamaları detaylandırılabilir. 
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