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OZET

Bahador E, Over Kanserlerinde BMP-7 ve BMP-2’nin invazyon ve Metastazdaki
Etkisi, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji — Embriyoloji
Programi Doktora Tezi, Ankara, 2018. Over kanserleri ge¢ donem tani koyulmalari ve
tani aldiklarinda metastaz yapmis olmalari nedeniyle klinikte 6nem tasimaktadir.
Epitel-mezenkim gegisi (EMT) over kanserlerinin patogenezinde rol oynamaktadir.
Kemik morfojen proteinleri (BMP), transkripsiyon faktorleri ve integrinler EMT
surecinde etkilidir. Bu calismada hipotezimiz, over kanserlerinde BMP-2 ve BMP-7
imminreaktiviteleri arasinda ters korelasyon oldugudur. Calismamizda, lenf nodu
tutulumu olan ve olmayan yiiksek dereceli ser6z over kanserinde BMP-2, BMP-7,
ZEB2, ITG a5, ITG f1 imminreaktiviteleri indirekt imminperoksidaz ile, SKOV-3 hiicre
hattinda indirekt immunperoksidaz ve immunofloresan yontemi ile isaretlendikten
sonra H-skor analiz ile degerlendirildi. Gruplar arasi fark istatistiksel olarak belirlendi.
BMP-2 ve ZEB2 imminreaktivitesi lenf nodu tutulumu olan hem over hem lenf nodu
orneklerinde anlamli olarak daha giicli bulundu (p<0,000, p<0,000). BMP-7 ile lenf
nodu tutulumu olmayan over dokusu o6rneklerinde daha glcli imminreaktivite
gozlendi. ITG a5 immiunreaktivitesi lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu
orneklerinde daha glicli saptandi (p<0,001). ITG B1 immunreaktivitesi lenf nodu
tutulumu olmayan over dokusu ve lenf nodu tutulumu olan lenf nodu érneklerinde
anlamli olarak daha gigli bulundu (p<0,001). Calismamizin in vivo ve in vitro
sonuglari timoér hiicrelerinde BMP-2 ile glicli immunreaktivite, BMP-7 ile zayif
imminreaktivite gdzlenmesi hipotezimizi dogrulamaktadir. Over kanserinde BMP-2
ve BMP-7 ifadeleri ters korelasyon gostermektedir. BMP’lerdeki degisiklikler over
kanserinde progresyonu etkilemektedir. BMP-7 artisi koruyucu mekanizmalarda rol
oynayabilir.

Anahtar Kelimeler: Over Kanseri, EMT, BMP-7, BMP-2, ZEB2, integrin a5, integrin
B1

Destekleyen kurulus: Calismamiz Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi
(TSA-2017-13046) tarafindan desteklenmistir.

Calisma 10-13 Mayis 2018, Antalya’da yapilan 14. Ulusal Histoloji ve Embryoloji
Kongresinde s6zIU bildiri olarak sunulmustur.
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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 a5 and ITG B1 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 a5 immunoreactivity was stronger in ovarian tissues without
lymph node metastasis (p <0.001). The tumor cells showed stronger ITG B1
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 a 5, integrin 1

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
Embryology Congress held in Antalya on May 10-13, 2018.
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Epitel-mezenkim gecisi. EMT, epitel hicrelerin epitel o6zelliklerini
yitirdigi ve mezenkimal ozellikler kazandigi morfogenetik bir sirectir.

BMP-aracili sinyal yollari. Antagonist, ligand, reseptorleri. Kanonikal ve
Non-kanonikal yolaklari.

Integrinler ¢esitl hiicresel aktiviteleri ve dolayisiyla metastazi
dizenlerler.

Aktif bir integrin molekilinin alt birim yapisi, hiicre disi matrisi, aktin
hiicre iskeletine baglar.

Sero6z over karsinom tanisi almis vakalarin timoér dokularinda farkh
morfolojik paternler izlenmektedir.

Timor dokusu iginde hemorajik alanlar, stromadaki damarlarda
konjesiyon gozlenmektedir.

Lenf nodu tutulumu olmayan yiksek dereceli, over papiller seroz
adenokarsinom tanisi almis over dokusu 6rnegi. Diizensiz dallanmis
papillalar, ortalarinda az miktarda stroma ve atipik c¢ekirdekler
gozlenmektedir.

Lenf nodu tutulumu olan vyiksek dereceli over papiller seroz
adenokarsinom tanisi almis over dokusu 6rnegi.

Lenf nodu tutulumu olan vyiksek dereceli over papiller
serozadenokarsinom tanisi almig lenf nodu 6rnegi.

Over dokusu 6rneklerinde A- tiimor hiicreleri sitoplazmasi.
Over dokusu 6rneklerinde timor hiicrelerinin sitoplazmasi.

Over dokusu orneklerinde, timor hiicrelerin membraninda (mavi ok),
damar endoteli (kirmizi ok) glicli A- ITG a5 pozitif imminreaktivitesi B-
ITG B1 pozitif imminreaktivitesi izlenmektedier.

TUmor ve stromada BMP-2 immunreaktivitesi.

Tumor hicrelerinde  BMP-2 immiinreaktivitesinin  gruplar arasi
karsilastirilmasi.

BMP-2  immunreaktivitesinin  gruplar arasi  karsilastiriimasinin
istatistiksel degerlendirilmesi.

Timor ve stromada BMP-7 immunreaktivitesi.
BMP-7 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilastiriimasi.

BMP-7 immunreaktivitesinin  gruplar arasi  karsilastiriimasinin
istatistiksel degerlendirilmesi.
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degerlendirilmesi.
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SKOV-3 hicreleri kiiltlir kabinin tabanina tutunmus olarak gortlmekte
ve konfluent hicreler kaldirrm tasi gorintlisine sahip oldugu
gozlenmektedir.

SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda sitoplazmik orta derecede
BMP-2 immiinreaktivitesi gbzlenmektedir.

SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda BMP-2 ile sitoplazmik
imminofloresan isaretleme goézlenmektedir

SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda sitoplazmik zayif BMP-7
immiunreaktivitesi gbzlenmektedir.

SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda BMP-7 ile sitoplazmik
immiunofloresan isaretleme goézlenmektedir.

SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda ¢ekirdek ve sitoplazmada
orta derecede ZEB2 immiinreaktivitesi gozlenmektedir.

SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda ZEB2 ile sitoplazmik
immiuinofloresan isaretleme gozlenmektedir

SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda sitoplazmik orta derecede
ITG a5 immiinreaktivitesi gozlenmektedir.

SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda ITG a5 ile sitoplazmik
immiunofloresan isaretleme gozlenmektedir.

SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda hlicre membrani ve
sitoplazmasinda gliclii ITG B1 immiinreaktivitesi gozlenmektedir.

SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda ITG B1 ile sitoplazmik
immunofloresan isaretleme gézlenmektedir.
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1. GiRIS

Over kanserleri en sik gorilen jinekolojik malignitelerden biridir ve kadinlarda
gorilen besinci 6lim nedenidir [1]. Over kanseri hastalari igin ilag direnci ve erken
metastaz kot prognoza neden olmaktadir[2]. Mortalite riski lenf nodu tutulumu
varliginda 2.75 kez artti gosterilmistir [4]. Over kanserinin metastaz ve invazyonu,
bircok dizenleyici molekiliin aktivitesine bagli olan karmasik ve ¢ok asamali bir
strectir [5]. Over kanser invazyonu ve metastazinda rol alan molekillerin ve/veya
sinyal yolaklarinin tanimlanmasi, erken evrede tani almalari icin ¢cok énemlidir [6].
Metastaz, hicre disi matriks ve hiicre-hiicre baglantilarindaki degisiklikleri
icermektedir. Epitel-mezenkim gecisi (EMT), timor hicrelerinin primer timor
bolgesinden ayrilmasi ve metastatik bolgelere baglanma sirasinda metastatik timor
ilerlemesi icin gerekli bir adimdir. Birgok calisma, epitelyal over kanseri (EOK)
hicrelerinin EMT'sini destekleyen faktorleri incelemistir [6,7].

EMT'de yer alan molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasiimasi, yeni terapotik
hedeflerin belirlenmesi ve EOK i¢in yeni tedavi stratejilerinin olusturulmasi agisindan
onemlidir [8]. TUmor hiicresi stromasindan kaynaklanan biylime faktorleri, kanser
hiicrelerininde EMT sirecini uyaran transkripsiyon faktorlerini kullanarak EMT'yi
baslatirlarlar [9].

Baslangicta 1965'de [10] bir osteojenik faktor olarak aciklanan kemik
morfogen proteinleri (BMP'ler), hiicre disi cok islevli sinyalleme sitokini ve etkili bir
bliyime faktorii ve morfogen olarak kabul edilir ve transforme edici bliyiime faktori-
B (TGF-B) stiper ailesinin bir tGyesidir [11].

BMP'ler embriyonik ve postnatal gelisimde ve ayni zamanda timoér gelisimi ve
yayllmasinda da islevlerinden dolayr giderek daha fazla ilgi ¢cekmektedir [12].
BMP'lerin timor gelisimi ve yayilimindaki rolleri, anjiyogenez, epitel-mezenkim gecisi
(EMT) ve kanser kok hiicreleri gibi karsinogenezin gesitli yonleriyle de yiiksek oranda
iliskilidir [13,14]. BMP’ler, EMT siirecinde rol alan transkripsyon faktorleri Gzerinden
gocu etkilemektedir. ZEB2 proteini, TGFB sinyal yolaklarinda goérev alan bir

transkripsiyon faktortudir. ZEB2’'nin baskilanmasi EMT ve hiicre proliferasyonunda



azalmaya sebep olmaktadir. ZEB2 ekspresyonunun diizenlenmesinin anlasilmasi,
kanser prognozunu anlamakta énemlidir [15].

EMT’ye ugrayan metastatik hiicreler gég sirasi ve sonrasi dokuda tutunmak
icin integrinleri kullanmaktadir. Birgcok kanser tiirlinde metastazda integrinlerin arttig
gosterilmistir [16,17].

BMP-2 ve BMP-7’nin over kanseriyle iliskisi gosterilmistir ancak literaturde
farkli sonuglar mevcuttur ve bu iliskinin mekanizmasi acik sekilde aydinlatilamamistir.
Bu gerekgelerden yola gikarak ¢alismamizda, lenf nodu metastazi olan ve olmayan
over kanserinde BMP-2 ve BMP-7'nin ekspresyonlari arasinda fark olup olmadigi ve
BMP-2, BMP-7, ZEB2, ITG a5 ve ITG B1 imminreaktivitelerinin degerlendirilmesi

amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Over kanserleri

Over kanserleri kadinlardaki kanser vakalarinin %3 ini olusturmakla birlikte
ge¢ donem tani almalari ve yiksek o6lim oranlari nedeniyle klinikte 6nem
tasimaktadir. Hastalarin (icte ikisi tani aldiklarinda, evre lll veya IV olduklarindan, bes
yillik sagkalim oranlarinin % 25-30 veya daha az iken, evre | veya Il hastalarin bes yillik
sagkalim oranlari % 80-95 oraninda olduklari rapor edilmistir [18].

Over kanserleri, epitelyal over kanseri (EOK), seks kord stromal timérleri ve
germ hicre timorleri olmak Uzere 3 cesittir. Bunlardan epitelyal tlimorler over
kanserlerinin yaklasik % 90'ini olusturur (Tablo 2.1) ve jinekolojik kanserlerin 6nde

gelen 6lim nedenlerindendir [19,20].

Tablo 2.1. Over kanserlerinin baslica siniflandiriimasi ve gérilme sikhigi.

Over kanser tiirleri insidans
Epitelyal 90%
Germ hiicre 5%
Seks kord stromal 5%
Primer peritoneal nadir

Epitelyal over kanserleri (EOK) cogunlukla yas ortalamasi yaklasik 60 olan peri-
veya postmenopozal kadinlari etkilemektedir [21]. Epitelyal tlimorler Greme
sisteminde bulunan hicre tiplerine gore siniflandirilir ve serdz, misinoz,

endometrioid, seffaf hiicre ve degisici hiicre tiplerini icerir (Tablo 2.2), [22].

Tablo 2.2. Over epitelyal kanserinin baslica hiicresel alt tipleri

Epitelyal kanser tiirii insidansi
Serdz 7/10
Misin6z 1/10
Endometrioid 1/20
Seffaf hilicre 3/100
Degisici hiicre 1/10




Ser6z epitelyal over kanser hastalarinin yiksek mortalitesi esas olarak tani
aldiklarinda ileri evrede yani tani aninda metastaz yapmis olmasi ile iliskilidir.
Metastaz, timor hicrelerinin epitel-mezenkimal gecisi (EMT), invazyon, hiicre
iskeletinin yeniden diizenlenmesi ve mikrogevrenin yeniden modellemesini iceren
¢cok asamali bir slirectir [23, 24]. EMT'de yer alan molekiiler mekanizmalarin daha iyi
anlasilmasi, yeni terapo6tik hedeflerin belirlenmesi ve EOK ig¢in yeni tedavi

stratejilerinin olusturulmasi agisindan dnemlidir.

2.2 Epitel-mezenkimal gegis (EMT)

Epitel hcrelerinin, epitel oOzelliklerini kaybedip mezenkimal 6zellikler
kazandigi fikri, civciv embriyolarinda primitif cizgide epitel fenotipin mezenkimal
fenotipe donlsimdi, Elizabeth Hay tarafindan yapilan gozlemlerde 1980'lerin
baslarinda ortaya ¢ikmistir [25].

Epitel hicrelerinin hareketli mezensimal hicrelere doénlusimi, epitel-
mezenkimal gegis (EMT) olarak bilinmektedir. Mezenkimal-epitel gegis (MET), tersi
sureci agiklamaktadir. Epitel hicrelerinin mezenkimal hiicrelere kismen ya da
tamamen donlisme yetenegi, epitel fenotipin dogal bir plastisitesini gostermektedir
[26].

Epitel hiicrelerinin ylizey proteinleri, hiicre iskeleti proteinleri, hiicreler arasi
matriks proteinleri ve transkripsiyon faktéri ekspresyonlari EMT 6ncesi ve sonrasi
karsilastirildiginda, degisiklikler gosterdigi saptanmistir. Bu molekiller EMT’ye

donisen hiicreleri tanimlamak igin kullanilmaktadir [27]( Sekil 21).
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Epitelyal belirtecler

Mezenkimal belirtecler

-E-kaderin -N-kaderin
-Klaudin EMT uyaranlari -Vimentin
-Okludin Blylme faktorleri -Fibronektin
-Desmoglein Sitokinier -Snail 1/2
-Desmokolin ESM -FSP1
-Sitokeratinler -Duz kas aktini
Ozellikler
-Kaldinm tasi Ozellikler
gérinumunde -Uzantih
-Hareketsiz -Hareketli
-invazif olmayan -invazif

Sekil 2.1. Epitel-mezenkim gecisi. EMT, epitel hlicrelerin epitel 6zelliklerini yitirdigi
ve mezenkimal 6zellikler kazandigi morfogenetik bir stirectir [27].

EMT sirasinda epitel hicreler, hiicre baglantilarini ve apikal-bazal
polaritelerini kaybeder, hiicre iskeletini yeniden diizenler ve sinyal programlarinda
degisiklige ugramaktadir. Bu hiicre seklini tanimlamak ve gen ifadesini yeniden
programlamak icin gereklidir; olusan degisiklikler hiicrelerin hareketliligini artirir ve
invaziv bir fenotip gelisimini saglamaktadir [28, 29].

EMT, gelisimin ayrilmaz bir parcasidir. Altta yatan mekanizmalar, yara
iyilesmesi, fibrozis ve kanser progresyonunda yeniden aktive olmaktadir [29, 30].

EMT ve MET ayrica embriyonik kok hiicre farklilasmasini, uyarilmis
pluripotensi ve kanser kok hiicre davranisini diizenlemektedir [31].

Gelisimsel veya patolojik olarak epitel hicrelerinin mezenkimal hiicrelere
gecisi, ayirt edici ve korunmusg bir program izler. Bununla birlikte, hiicre tipine, doku
icerigine ve EMT programini aktive eden sinyallere bagh olan bazi esneklik ve
degisikliklere sahiptir. Buna dayanarak EMT’nin, fizyolojik slirecte g farkli alt tip
tanimlanmistir [32].

Tip 1 EMT embriyogenez ve organ gelisiminde olusur, tip 2 EMT; doku
rejenerasyonu ve organ fibrozisi icin 6nemlidir ve tip 3 EMT; kanser progresyonu ve
kanser kok hiicre 6zellikleri ile iliskilidir [29, 30, 31].

Epitel fenotipin plastisitesi, hiicrelerin cok sayida EMT ve MET gecisini saglar.

EMT'deki anahtar olaylar, epitel hiicre-hiicre baglantilarinin bozulmasi; apikal - bazal



polaritenin kaybi ve 6n arka polaritenin elde edilmesi; hiicre iskeletinin yeniden
dizenlenmesi ve hiicre bicimindeki degisiklikler; epitel gen ekspresyonlarinin
azalmasi ve mezenkimal fenotipin tanimlanmasina yardimci olan genlerin
aktivasyonu; artan hiicre uzantilari ve motilitesi; ve ¢ogu durumda, invaziv davranisi
mimkin kilmak icin hiicre disi matris (ESM) proteinlerinin degradasyonudur. Bunlara

ek olarak, EMT’ye ugramis hiicreler yaslanma ve apoptoza karsi direng kazanir [28].

2.3 Kemik morfojen protein (BMP)

Baslangicta 1965'de osteojenik bir faktor olarak tanimlanan kemik morfojen
proteinler (BMP'ler) [37], cok fonksiyonlu hiicre disi sinyal sitokini olarak kabul edilir.
Ayrica BMP’ler transforme edici biuyime faktori-p (TGF- B) stper ailesine lye
potansiyel bir bliyime faktori ve morfojendir [38].

BMP'ler, embriyonik ve postnatal gelisimdeki islevlerinin yanisira ayni
zamanda tiimor gelisimi ve yayillmasinda da islevlerinden dolayi giderek daha fazla
dikkat cekmistir [39].

BMP'lerin bu rolleri, anjiyogenez, EMT ve kanser kok hicreleri gibi
karsinojenezin ¢esitli yonleriyle de yiiksek oranda iliskilidir.

BMP’ler hiicre ici sinyalizasyonu hem kanonik hem de kanonik olmayan
yolaklar Gstunden iletirler. Kanonik yolakda, BMP’ler sinyallerini serin/treonin protein
kinaz reseptorleri Ustlinden iletirler. Bunu izleyen siirecte reseptor tip 1 ve 2 ile
heterotetramerik kompleksler olusturular. Bu kompleksler fosforillenerek aktive
oldugunda duzenleyici reseptor substratlarini (R-Smadlar: Smad 1/5/8) fosforillerler.
R-Smadlarda co-Smadlara baglanir. Tip Il reseptor, tip | reseptorini trans-fosforile
eder. Her ikisi de sinyal iletimi igin gereklidir. Cesitli kanserlerde timor blylimesi,
farkhilasmasi veya apoptozu diizenlerler [40].

Tim BMPler sinyal kaskadlarini bu temel mekanizma Gstinden yiritirler.
Kanonik olmayan yolaklarda BMP ler PI3K/AKT, MAP kinaz, p38 gibi degisik tipte
sinyalleri aktive ederler. BMP sinyalinin molekiler detaylarinin anlasilmasi, BMP’lerin
timor hicreleri de dahil gesitli hiicrelerdeki fonksiyonel aktivitesini agiklamak igin

gereklidir [40].



BMP'ler, 20'den fazla bliylime faktori proteinine sahip olan ve kemik olusumu
ve hastalik gelisimi ile yakindan iliskili olan cesitli molekil sinifidir. Cesitli kanser
dokularinda g¢esitli BMP'lerin ekspresyonu bildirilmistir. Biyolojik fonksiyon
calismalari, BMP'lerin hem kanser gelisimi hem de baskilamadaki ikili roli oldugunu
Oone surmektedir. Cesitli BMP antagonistleri, ligandlari ve reseptorlerinin, timor
olusumu ve metastazi azalttigi veya arttirdigi gésterilmistir [41].

BMP'ler ve antagonistleri veya reseptorleri arasindaki etkilesimler, primer
timorlerin agresifligini tanimayi ve kanser hiicresi metastazi icin bir mekanizma

olusturulmasini 6nemli 6lctide desteklemektedir (Sekil 2.2)[41].
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Sekil 2.2. BMP-aracili sinyal yollari. Antagonist, ligand, reseptorleri. Kanonikal ve
Non-kanonikal yolaklari[41].



BMP antagonistleri, BMP biyolojik fonksiyonlarinin genel inhibitéri olarak
bilinirler. Son calismalarda, gelisimin farkli asamalarinda BMP aktivatori olarak da
islev gordiklerini gosterilmigstir [42, 43].

Antagonistler U¢ sinifa ayrilir; Ligand antagonistler, dogrudan BMP'lere
baglanirlar, BMP pro-region antagonistler, BMP'lerin islev gbrecegi alanlara baglanir,
Reseptdr antagonistler, BMP'lerin reseptorlerine baglanirlar (reseptorlere benzer
sekilde, varsayilan N-baglantih glikozilasyon bolgeleri icin bir sinyal peptidine
sahiptirler) [44, 45].

Cesitli BMP antagonistleri arasinda Noggin, ilk olarak Xenopus su kurbaga
cinsinden orijinal olarak izole edilir ve NOG geni tarafindan kodlanir, Kanserdeki
biyolojik fonksiyonlari nedeniyle ¢ok dikkat ¢ekmistir [46].

Noggin, Gremlin 1 [47], Chordin-like 1 (ChrdI1) [48], follistatin [49], BMPlerin

bilinen antagonistlerindendir.

2.3.1 BMP’ler ve kanser

Over kanseri gibi bircok kanser tirinde kanser hiicrelerinin yayilliminda EMT
rol oynamaktadir. 2010 senesine kadar yapilan calismalarda, kolorektal,
hepataseliiler ve osteosarkom gibi kanser tiplerinde, BMP-2 hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi one surilmektedir. Over malign timorlerde, BMP-2, BMPRIB ve BMPRII
mRNA seviyeleri, benign timorler ve normal over dokusuna oranla daha duslik
oldugu saptanmistir [50]. Bu durum BMP-2 artisinin metastazdan koruyucu oldugunu
akla getirmektedir. Bu bulgularin aksine, son yillarda yapilan calismalarda; mide,
pankreas, akciger ve over kanseri hastalarinda BMP-2 tedavisinin, EMT’yi arttirdigi ve
kotlu prognoz ile korele oldugu gosterilmistir [51]. Ser6z over kanseri progenitor
hicrelerinde (OCSPC ler) yenilenme ve multipotent farklanma kapasitesinin artisi,
BMP-2, BMP-4 ve TGF- B seviyelerinde artis ile seyrettigi bildirilmistir. Bu sonuclarda
BMP-2'nin metastaz ve invazyonu artirdigini gostermektedir [52].

Meme kanserinde, BMP-7’'nin TGF- B1 tarafindan aktive edilen EMT ile ilgili
genleri belirgin olarak inhibe ettigi ve boylece TGF- B1 tarafindan tetiklenen hiicre

bliyimesi ve metastazinda belirgin azalmaya sebep oldugunu gosterilerek meme



kanserinde bu molekilin umut vadeden bir tedavi hedefi olabilecegi belirtilmistir
[53]. Metastatik meme kanseri hiicre hatti MCF10CA1a da, BMP-7, TGF- B tarafindan
indiklenen invazyonu inhibe ettigi gdsterilmistir, mekanizmasina bakmak igin yapilan
calismada, BMP-7’nin TGF- B ile indiklenen integrin avB3 (n ekspresyonunu inhibe
ettigi gozlemlenmistir [54]. Bu bulgularin aksine bir grup calismada ise, BMP-7 nin
artisinin, metastatik prostat kanser hiicrelerinin artisina sebep oldugu ve daha da
artmis seviyelerinin opere olamayacak evredeki prostat kanserlerinde bulundugu
tespit edilmistir [55]. Kemige metastazi olan 4T1E/M3 hiicre hatti hlicrelerinde BMP-
7, BMPR1B ve BMPR2 ekspresyonlarinda artis ve ayrica Smadl/5/8 in
fosforilasyonunun arttigi da gosterilmistir. Ayni hilicre hattinda BMP-7‘nin gen
ekspreyonunun susturulmasi ile, dizenleyici Smad aktivasyonunu ve hiicre
proliferasyonunun baskilandigi, hilicre blyimesi ve hlicre goc¢iniin azaldig
bildirilmistir [56]. Literatlir taramasinda bulunan farkli sonuglar, BMP’lerin farkli alt
tiplerinin, farkh yolaklar Uzerinden farkli kanser tiirlerinde farkh davrandiklarini
ortaya koymaktadir. BMP’ler, transkripsyon faktorleri lzerinden EMT siirecinin

diizenlenmesinde rol almaktadirlar.
2.4 Cinko parmak E-box baglayici homeobox 2 (ZEB2)

ZEB transkripsiyon faktorleri, EMT sirecinde aktif rol oynayan transkripsyon
faktorleridirler. iki omurgali ZEB transkripsiyon faktori, ZEB1 ve ZEB2, E - BOX
(Enhancer - box) dizenleyici gen dizilerini baglarlar. SNAIL ve TWIST gibi, ZEB'ler
transkripsiyonel baskilayici ve aktivator olarak islev gorirler, béylece bazi epitel
baglanti ve polarite genlerini baskilayarak EMT fenotipini tanimlayan mezenkimal
genleri aktive ederler [57, 58].

ZEB2, Zinc finger E-box baglayici homeobox 2 olarak bilinen ve ZEB2 geni
tarafindan temsil edilen bir insan proteinidir. ZEB2 proteini, transforme edici biylime
faktori-beta (TGFB) sinyal yolaklarinda goérev almakta ve SMAD larla (TGFB
ligandlarina gelen hiicre disi sinyallerin gekirdege iletimini yapan hiicre igi proteinler)
iliski halindedir, TGFB proteinleri RAS-MAPK sinyallemesini aktive eden blyime

faktorlerine yanit olarak ZEB ifadesini indtklerler [59].
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TGFB reseptorlerinin - aktivasyonu, R-SMAD isimli hiicre i¢i efektor
molekillerin fosforilasyonunu saglar. ZEB2 de bir R-SMAD baglayici proteindir ve
transkripsiyonel ko-reseptér gibi davranir. Birgok ¢alismada, ZEB2'nin EMT'yi aktive
ederek tiimor baslangici ve gelisiminde anahtar rol oynadigi ve prognozu kot
etkiledigi gosterilmistir. Son yillarda yapilan calismalarda, bobrek, kolon, mide ve
karaciger kanseri hicre hatlarinda, ZEB2 nin (E-kaderini inhibe ve a5 integrini
upregile ederek) kanser invazyonunu arttirdigi gosterilmistir, ZEB'nin baskilanmasi
gog, invazyon ve hiicre proliferasyonunda azalmaya sebep olmaktadir [60, 61].

Over kanserlerinde, ZEB2'nin ¢ekirdek icinde, kanser dokusunun 6n kisminda
lokalize oldugu, EMT ve invazyonu arttirdig1 baska bir calismada gosterilmistir [62].
Over kanser hiicre hatlari, OVCAR3 ve SKOV3, {izerinde yapilan ¢alismada, mir200
artisinin, ZEB1/pSMAD?3 yolagi tizerinden, ZEB1 ekspresyonunu azalttigi dolayisi ile de
kanser hiicre invazyonu ve metastazni azalttigi gosterilmistir [63].

ZEB2 ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alan yolaklarin anlasiimasi, kanser
prognozunun anlasiimasinda 6nemlidir. Biylime faktorlerini transkripsyon faktorleri
ile EMT slirecini diizenlemeleri sonucu eger EMT siireci aktif oluyorsa bir sonraki adim
EMT sonucu olusan mezenkimal hiicrelerin invazyonu ve tutunarak ilerlemesidir. Bu
invazyon hiicre ylizeyi baglanti proteinlerinin (6zellikle integrinlerin) diizenlenmesi ile

gerceklesir.
2.5 Metastaz

Okaryotik organizmalarin hayatta kalmasi, hiicreler ve ESM arasinda dengeli
etkilesimler gerektirir. Homeostaz hiicre sagkalimi, proliferasyon, farklilasma ve
hiicre 6liminin siki regiilasyonu ile korunur (6r. apoptoz ile). Neoplastik hiicreler, iyi
huylu bir timor olusturan tek bir kiitle halinde kiimelenirse, bu kitlenin cerrahi olarak
cikarilmasi, tam bir iyilesme ile sonuglanabilir. Ancak, timorin agresif hale gelmesi,
cevre dokulari, kan ve lenf damarlarini istila etmesi ve viicudun uzak boélgelerine
metastaz olarak adlandirilan sekonder tiimorleri olusturmasi durumunda tedavi

karmagiklasir.
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Hem hiicre ¢gogalmasi hem de metastaz, ESM bilesenleri ile strekli etkilegim
ve hiicre sinyalinin modilasyonunu gerektirir [17].

ESM sinyallemesi ve bu tir etkilesimlerin dogasi, kanser hiicrelerinde normal
hicrelerden cok farkhdir. Hiicre disi matriks esas olarak glikoproteinler, fibroz
proteinler, vb. gibi makromolekiillerin olusturdugu karmasik bir agdan olusur.

ESM bilesenlerinin bazi onemli 6rnekleri fibronektin (FN), laminin (LM),
vitronektin (VN) ve kollagen-IV (C-1V) 'dir. Bu matris bilesenleri metastaz icin gerekli
olan adezyon sinyalleri, proliferasyon, farklilasma, hayatta kalma, yara iyilesmesi,
migrasyon, timor olusumu, vb. gibi biyolojik siirecleri diizenleyebilir [66].

Bu diizenlemeler, integrinler aracilifiyla gerceklesir. Integrinler hiicre goci-
invazyonu, hiicre proliferasyonu, hiicre sagkalimi-apoptoz, ESM ile hiicre baglanmasi,
hicre donglisti vb gibi farkh hicresel aktiviteleri ve dolayisiyla metastazi

dizenlerler(Sekil 2.4) [17].

Sekil 2.3. Integrinler gesitl hiicresel aktiviteleri ve dolayisiyla metastazi diizenlerler
[17].



12

2.6 integrinler

integrinler, kovalent olmayan heterodimerik a ve B alt tnitelerinden olusan
iyi karakterize edilmis hicre ylizey reseptorleridir [64]. Simdiye kadar 18 o ve 8 B alt
birimleri bulunmus ve farkh 6zelliklerde 24 farkli kombinasyon olusturmak lzere
birlesmistir [65].

o ve B Unitelerin ¢ok fazla cesitleri olmasina ragmen temel bir yapiya
sahiptirler. Transmembran, kiglk bir hiicre i¢i C-kuyrugu, bliyik hiicre disi N-kuyrugu

icerirler (Sekil 2.3) [65, 66].

extracellular matrix protein
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Sekil 2.4. Aktif bir integrin molekulinin alt birim yapisi, hiicre disi matrisi, aktin
hiicre iskeletine baglar.

integrinlerin N kuyruklari hiicre disinda, Fibronektin(FN), Laminin(LM),
Vitronektin(VN), kollagen-IV(C-IV) gibi ESM in 6nemli komponentlerine baglanir.
ESM, N terminali fibronektin tGzerinde bulunan spesifik aminoasit dizilerine baglanir,
bu diziler, Arg-Gly-Asp (RGD) sekansi veya Leu-Asp-Val (LDV) sekansidir. ESM -

integrin tutunmalari, zayif, kaderin aracilikh hiicre-hiicre baglantisina benzer sekilde
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veya kuvvetli ve belirgin olarak fokal adeziyonlar araciligi ile gergeklesir ve
tutunduklari yerde kiimeler olustururlar.

integrinler hiicre icinde C-kuyrugu hiicre iskeletinin aktin filamanlarina
tutunurlar. Bu tutunma Vinkulin, Talin, Kindlin gibi ara proteinlerin aracili ile
gerceklesir [65].

integrin kiimelerinin ESM elemanlarina yapismasina yardimci proteinleri, ILK
(integrin benzeri kinaz), pinch, parvini ve hicre icinde integrin kiimelerine
baglanmada ve sinyal iletiminde yardimci proteinleri, vinculin, zyxin, VASP, a-actinin,
FAK (fokal adezyon kinaz) olarak bilinmektedir [65].

integrinlerin etkinligi, hem hiicre iizerinde bulundugu yer hem de zaman
(htcre siklusu) agisindan siki bir sekilde kontrol edilmelidir.

integrinlerin aktiflesmesi, hiicre disi veya hiicre ici alanlarini baglayan
proteinler tarafindan diizenlenir, bu outside—in ve inside—out sinyalizasyon olarak
bilinir ve ¢ift yonli sinyal iletimi konusunda essiz bir yetenege sahip olmasini saglar
[67, 68].

inside—out integrin aktivasyonu sirasinda, Talin ve fokal adhezyon kinazlar
(FAK), baglanacak ilk proteinler arasindadir. Talin, B-integrinin sitoplazmik alanina
baglanir. Talin ve fokal adhezyon kinazlar, Ptdins (4,5) P2 baglanmasiyla aktive
olurlarlar. S6z konusu proteinlerin tam hiyerarsisi hala tartisma konusudur ancak bu
asamali bir slireg olarak distnilmektedir [69].

Bu proteinlerin baglanmasi ile integrin altbirimleri arasindaki baglantilar
bozulur, B-integrinin transmembran alaninin egim acisi degisir, dis membran clasp
(OMC) ve i¢c membran clasp (IMC) olarak adlandirilan, a- ve B-altbirimlerinin
transmembran alanlari arasindaki araylzdeki etkilesimleri serbest kalr [67].

Kindlinler, integrin ko-aktivatorlerinden biri, talin ile indiiklenen integrin
aktivasyonunu arttirirlar. IPP kompleksi, integin-ILK, PINCH, parvin, adezyon
bolgelerine paxillin ve a-actinin gibi 6nemli fokal adezyon proteinlerini baglar ve

integrin aktivator proteinleri arasindadirlar [70].
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Outside—in etkinlestirme sirasinda, ligand baglanmasi, genellikle bashk agikhgi
olarak adlandirilan B alt biriminin ‘I alaninin ‘kapali’dan, ‘acik’ konformasyonuna
gecisi ile indukler [71].

integrin inaktivatorleri integrinler ile dogrudan etkilesime girer. integrin
inhibisyonunun, inhibitdor molekilin integrin sitoplazmik bdlgelerinde, integrin
aktivatorlerinin  baglanacagl bolgere baglanarak aktivatérlerin  baglanmasini
engellemesi seklinde gerceklesir.

Bu molekiller, inside—out aktivasyona midahale ederek integrin
inaktivasyonunu saglarlar. Birka¢ inhibitér tanimlanmistir ve bunlar B veya a
integrinin sitoplazmik kuyruguklarina baglanirlar [65, 66-71, 72] boylece talin ve
kindlin baglanmasini 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 inhibitor
proteinlerindendir [77].

integrinlerin degisik baglanma bélgeleri, ligandlari ve gérevleri oldugundan,
ayni integrin tipi farkh htcrelerde farkli ligandlara baglanip, farkli islev gorebilir.
Hiicreler tutunmaya bagimli olarak buyir, prolifere olur ve hayatta kalirlar. Bu
durumu olusturan ana etmen integrinler ve onlarin hiicre igi sinyal yolaklaridir.
Hicrelerin tutunma bagimliliklarindaki mutasyonlar, onlarin bagimsiz sekilde gog¢
edip, cogalip; kansere donlisiimlerine neden olur[65].

Yapilan ¢alismalarda integrinlerin artisi veya azalmasinin birgok kanser
dokusunun invazyon ve metastazinda rol oynadigi gosterilmistir.

Ornegin akciger kanserlerinde erken evrede a5, Bl ve B3 integrin
ekspresyonu kotl prognoz ile iliskilendirilmistir. Ayrica lenf nodu metastazi ve
reklirrens icin isaretleyici olarak kullanilabilecegi gosterilmistir [78].

Ser6z epitelyal over kanserlerinde avB6 integrininin artmis ekspresyonunun
plazminojen aktivasyon kaskadi yoluyla ektraselliler matriks degradasyonu yaparak

invazyon potansiyelini artirdigi ve over kanser gelisimi ve metastazinda rol

oynayabildigi gosterilmistir [79].
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Literatlirde over epitel kanserlerinde kemoterapi direnci ve integrinler Gizerine
yapilan calismalarda bulunmaktadir. Over epitelyal kanserlerinde Lewis Y antijeni ve
integrin a5B1 artisi kemoterapi direnci ile iliskilendirilmigtir [80].

Baska bir ¢calismada epitelyal over kanserlerinde Lewis Y antijeni ve av, 3
integrin ekspresyon artisinin ilag direnci ile iliskisine bakilmis ve Lewis Y antijeni ve av
integrinin klinik evreden bagimsiz ila¢ direnci ile pozitif korelasyonu gosterilmistir
[81]. Over ser6z kanserlerinde E-cadherin ekspresyonunun kaybolmasi a5 integrin
artisi ve metastaz ile ilskilendirilmistir [82].

Embriyonik bobrek, kolon kanser, mide kanseri ve karaciger kanseri hicre
hatlarinda hattinda ZEB2 nin transkripsiyon faktori olan Spl ile koopere sekilde
integrin a5 i ve kaderin 11'i upregiile ettigi gosterilmistir. Boylece EMT’yi artirarak
kanser invazyonunu artirdigi gosterilmistir[83].

Over kanserlerinde yapilan ¢alismalarda; avf6, 1, a5Bf1, B4 integrinlerin
metastaz ve invazyonda arttig gosterilmistir. Epitelyal over kanserlerinde B1-
integrinin artisi kanser hicrelerinin agresifliginin artisi ile iliskilendirmislerdir, f1
integrinin inhibisyonunun, hiicre motilitesini azalttigi ayni ¢alismada gosterilmistir
[84]. Over kanseri hiicre hatlarinda (HO-8910 ve HO-8910PM), B1-integrinin artisi
gosterilmistir. Bu integrinin siRNA ile susturulmasinin apoptozu artirdigi, adhezyon ve
gocl azalttigl bildirilmistir [85]. Over kanserlerinde yapilan baska bir calismada, a5p1-
integrinin, c-Met/FAK/Src yolagi aktivasyonu ile metastaz ve invazyonu arttirdigi
bildirilmistir[86].

Bizim inceledigimiz kadariyla literatiirde BMP-2 ve BMP-7’nin over kanseriyle
iliskisi gosterilmistir ancak bu iliskinin mekanizmasi agik sekilde aydinlatilamamistir.
Calhsmamizda, lenf nodu metastazi yapan ve yapmayan over kanserinde BMP-2 ve
BMP-7'nin ekspresyonlari arasinda fark olup olmadigina bakilacaktir. Metastaz ile
iliskili ZEB2 ve integrinlerden alfa5 ve betal immunreaktivitesindeki degisiklikler ileri
evre over serdz kanseri lenf nodu tutulumu olan ve olmayan gruplarda over dokusu

ve lenf nodu dokusundaki tiimér odaklarinda karsilastirilacaktir.
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3. GEREG ve YONTEM
3.1 Gereg
3.1.1 Hasta gruplarinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda retrospektif olarak, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Patoloji Anabilim Dalindan, yiiksek dereceli over ser6z karsinom tanisi almis, 84
hastadan elde edilen arsiv materyali kullanildi. Calisma icin 13.07.2016 tarihinde,
2016/14 numarali toplantida, GO 16/479 kayit numarasiyla Hacettepe Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastiriimalar Etik Kurulu izni alindi.

Calismaya lenf nodu tutulumu olan ve olmayan yiliksek dereceli over seroz
karsinom tanisi almis hastalarin over ve lenf noduna ait 6érnekleri dahil edildi. Cerrahi
rezeksiyon oncesi kemoterapi veya radiyoterapi alan hastalar ¢alisma disinda
birakildi.

Buna gore;

1. Lenf nodu tutulumu olan yiksek dereceli over ser6z kanseri tanisi almis
hastalara ait over timor dokusu (n=42)

2. Lenf nodu tutulumu olan yiiksek dereceli over seroz kanseri tanisi almis
hastalara ait lenf nodu dokusu (n=42)

3. Lenf nodu tutulumu olmayan yiiksek dereceli over ser6z kanseri tanisi almis
over tumor dokusu (n=42) olmak tzere ¢alisma gruplari belirlendi.

3.2. Histokimya ve immunohistokimya Yontemi
3.2.1 Doku Kesitlerinin Alinmasi

Tibbi Patoloji anabilim dalindan alinan parafin bloklar, kesit alinmadan bir giin
once -20 °C’ de bekletildi. Ertesi giin kizakli mikrotom kullanilarak 5 pm kalinhginda

kesitler histokimyasal ve immunuhistokimyasal incelemeler i¢in lamlara alindi.
3.2.2. Kullanilan Malzemelerin Hazirlanmasi

Calismada Mayer’in Hematoksileni, Eozin, Fosfat tampon sollisyonu, Fosfat

tampon sollisyonu-sigir serum alblimini, Sitrat Tampon, Hidrojen peroksidaz blokaj
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sollisyonu, serum blokaj solliisyonu, primer antikorlar, sekonder antikorlar, Diamino

benzidin (DAB) sollisyonu kullanildr.

Mayer’in Hematoksileni

Hematoksilen kristali

Aluminiyum potasyum siilfat (KAL(SO4)2.12H20)
Sitrik asit (monohidrat)(C6H807.H20)

Kloral hidrat (C2H3CI302)

Sodyum iyodat (NalO3)

Distile su

Hazirlanisi:

(Sigma K.N:H 9627) 1 gr
(Sigma K.N:A 7167) 50 gr
(Sigma K.N:C 7129)1 gr
(Sigma K.N:N 8383) 50 gr
(Sigma K.N:S 407) 0,2 gr
1000 ml

Hematoksilen, aluminyum potasyum silfat ve sodyum iyodat distile suda

karistirilarak ¢ozulda. Daha sonra kloral hidrat ve sitrik asit karisima eklendi. Karisim

kaynatilip sogutmaya birakildi. Soguyan karisim sizild.

Boyama:

Hematoksilen-eozin boyama protokoliinde 20 dk siireyle uygulandi.

Immunohistokimya boyama protokoliinde cekirdek boyama asamasinda 1dk siireyle

uygulandi.

Eozin

Eozin Y (suda eriyen)
Asetik asit
%95 Etanol

Distile su

Hazirlanisi:

3gr
2damla
125 ml
475 ml

3 gr Eozin Y 100 ml distile suda ¢ozildii. Uzerine 125 ml %95’ lik etanol eklendi.
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Hazirlanan karisimin Gzerine 375 ml distile su eklenerek 2 damla asetik asit

damlatildi ve karistirildi.

Boyama:

Hematoksilen-eozin boyama protokoliinde 1 dk siireyle uygulandi.

Fosfat tampon solusyonu (PBS)

Soliisyon I:
Sodium dihydrogen phosphatemonohydrat (NaH2 PO4.H20) (Merk
K,N:3090) 13,7 gr

Sodium chloride( NaCl) (Merk K,N:6408) 87,66 gr
Distile su 1000 ml
Soliisyon Il:

Sodium dihydrogen orthophosphat (NaH2 PO4.2H20) (BDH Chemical
No:30132) 71,2 gr

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

Distile su 4000 ml

Stok soliisyonu:
Hazrlanan soliisyon | ve soliisyon Il ayri ayri stzildu. 4000 ml soliisyon |
icerisine 500 ml sollisyon Il eklendi. Karisimin pH’ si pHmetre ile 6lglldi. Karisimin

pH’ s1 6,9 olana kadar sollisyon | veya Il eklendi.

Kullanma soliisyonu (yikama soliisyonu)
Kullanilirken 100 ml stok fosfat tampon solusyonu (PBS), distile su ile 10 kat
sulandirilarak 1000 ml ¢alisma sollisyonu elde edildi. Sollisyon | veya Il yardimi ile pH’

si1 7,4 olacak sekilde ayarlandi.
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Fosfat tampon sollisyonu-sigir serum albumini (PBS+BSA) (%2,5)

PBS 100 ml
BSA 2,5¢gr
Hazirlanan fosfat tampon sollsyonu (PBS pH=7,4) i¢ine 2,5 gr toz BSA

tartilarak karigtirild.

Sitrat Tampon (100 mm trisodyum sitrat)

Trisodyum sitrat 44,1 gr
Distile su 1000 ml
pH ayari igin:

1 N NaOH

1IN hidroklorik asit

Hazirlanisi:

pH’ si 6,0 olan sitrik tampon ¢ozeltisi (100 Mm Trisodyum sitrat) stok
solisyonu (10X) hazirlamak icin 44,1 gr trisodyum sitrat tartilarak son hacim 1500 ml
ye tamamlandi. Ph metre ile pH: 6,0 olacak sekilde ayarlanan stok solliisyonu +4
derecede kullanima kadar saklandi. Kullanilirken 100 ml stok sitrat tamponu distile su
ile 10 kat sulandirilarak 1000 ml calisma sollisyonu elde edildi. Her kullanimda
sulandirma islemi sonrasinda hafif¢e artmis olan pH, 1N HCl sollisyonundan eklenerek

pH metre yardimiyla tekrar 6,0’ya ayarlanarak kullanildi.

H20; Blokaj Soliisyonu

H202 (%30, Merck, Almanya) 100 pl
Metanol (Merck, Almanya) 450 ul
Distile su 450 pl
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Hazirlanmasi:

Belirtilen oranlar kullanilarak 1000 pl H,O, blokaj solliisyonu hazirlandi.
Kesitler yaklasik olarak 150-200 ul ile kapandigi icin bu oranin katlari hesaplanarak
kesit sayisina gore H,0; blokaj sollisyonu her islem dncesinde taze olarak hazirlandi.

%30 stok H,0; sollisyonundan 100 pl alinarak, metanol ve distile su dilisyonu

ile 1/10 oraninda hazirland.

Serum Blokaj Soliisyonu

Kegi serumu 100 ul
PBS + BSA 900 ul

Hazirlanisi:
Serum blokaj basamaginda sekonder antikorun Uretildigi canh tirinin
serumu 1/10 oraninda sulandirilarak uygulandi. Bu islemde 1 ml %10 serum blokaj

sollisyonu icin, 100 pl normal keci serumu 900 ul PBS + BSA ile sulandirildi.

Primer Antikorlar

Calismada kullanilan primer antikorlar, fare ve tavsanda uretilmis, insan
antijenlerini belirleyebilecek 6zellikte ticari olarak saglanan antikorlardir (Tablo 3.1) .
Anti-Smad Interacting Protein 1 (ZEB2) hari¢ tim antikorlar monoklonaldir. Bu
antikorlar tabloda verilen oranlarda PBS-BSA karisimi ile sulandirilarak kesitlere

uygulandi.

Tablo 3.1. Kullanilan primer antikorlarin kaynagi, katalog numarasi, klon ad, izotipi
ve sulandirma orani

Antikor Kaynak Katolog no Klonalite Klon izotipi Sulandirma
numarasi orani
Anti-BMP-2 Abcam ab6285 Monoklonal 65529.111 | Mouse IgG2b | 1/200
Anti-BMP-7 Abcam ab54904 Monoklonal * Mouse 1gG1 1/200
Anti-Smad Interacting | Abcam ab138222 Poliklonal - Rabbit 1gG 1/400
Protein 1 (ZEB2)
Anti-Integrin alpha 5 Abcam ab150361 Monoklonal EPR7854 Rabbit 1gG 1/200
Anti-Integrin beta 1 Abcam Ab30388 Monoklonal JB1B Mouse 1gG2a | 1/50

* Uriine ait bilgi kagidinda verilmemistir.
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Sekonder Antikorlar

Calismada kullanilan primer antikorlar fare veya tavsanda Uretildigi icin

bunlara karsi kecide Uretilmis sekonder antikorlar kullanildi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Kullanilan sekonder antikorlarin kaynagi, katalog numarasi, klon adi,
izotipi ve sulandirma orani

Antikor Kaynak | Katolog no | Klon izotipi Sulandirma
orani

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

Anti-mouse IgG(HRP) | Abcam | ab97023 Poliklonal Goat anti-rabbit I1gG 1/1000

Diamino benzidin (DAB) soliisyonu

Kromojen olarak Diamino benzidin (DAB) (Lab vision, TA-125-HDX, ingiltere)
kullanildi. 1 ml DAB substrati icine 1 damla DAB eklenerek karistirildi. Hazirlanan
kromojen sollisyonunun isiktan uzak tutulmasi icin hazirlanan tip alliminyum folyo

ile sarildi. Solusyon taze hazirlandi ve bekletilmeden kullanildi.
3.2.3. Histokimya Yonteminin Uygulanmasi

Mayer’s Hematoksilen Boyama Protokolii
Mayer’s hematoksilen boyama protokoliinde rodajli lamlara alinan 5 pum
kahinhigindaki parafin kesitler 1 gece etlivde deparafinize edildi. Etlivden gikarildiktan
sonra asagidaki sirayla boyama islemi gerceklestirildi:
e Uckez 15 dk siireyle ksilolde bekletilerek kalan parafin uzaklastirildi.
e ki kez 10 dk siireyle % 96 etanol ve bir kez 10 dk siireyle %80 etanolde
bekletilerek rehidratasyon uygulandi.
e (Cesme suyunda yikandiktan sonra hematoksilende 20 dk bekletildi.
Boyanin fazlasi yikanarak uzaklastirildi.
e Sonrasinda amonyakli sudan gegirilen kesitler gesme suyunda yikandi.
e Eoziniginde 1dk tutularak sitoplazma boyanmasi gergeklestirildi.

o %80, %96, %96 etanolden gecirilerek dehidratasyon yapildi.
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o Uc kez 15 dk siireyle ksilolde seffaflandirildiktan sonra entellan kapatma

medyumu (Merck, Almanya) ile kapatildi.
3.2.4 immunohistokimya Yonteminin Uygulanmasi
Deparaffinizasyon ve Rehidratasyon

Parafin kesitler gece boyu 60°C etlivde deparafinize edildi. Sonrasinda ksilolde
3X5 dk bekletilip, kesitler kurutuldu. Rehidratasyon icin % 96 etanolde 2 X 3 dk, % 80
etanolde 3 dk, % 70 etanolde 3 dk etanol uygulandi. Rehidrate edilen kesitler distile
su ile yikandi ve sonrasinda fosfat tamponlu solusyonu (PBS) icinde antigen geri

cagirmaya (retrival) kadar bekletildi.
Antijen Geri Cagirma

BMP-2, BMP-7, ZEB2, integrin Alfa 5 antijenleri icin pH’si 6 olan sitrat tampon
¢Ozeltisi ile antijen agiga ¢ikarma yontemi uygulandi. Dudikla tencereye 1500 ml
sodyum sitrat ¢ozeltisi eklendikten sonra, tencere isitildi. Baslangicta acik olan
dudukli tencere kapagindaki diidik, kaynamaya basladiktan sonra kapatilarak 3
dakika beklendi. Daha sonra diidikli tencere, havuza alinarak sogumasi beklendi.

integrin Beta 1 antijeni icin proteinaz K (Dako Cytomation 095069) enzimi oda
sicakhginda 20 dk wuygulanarak, enzimatik antijen a¢iga c¢ikarma yontemi
gerceklestirildi.

Antijen geri ¢cagirma sonrasi kesitler, Fosfat tampon solusyonu (PBS) ile 3x5 dk
yikandi.

Yikama sonrasi doku kesitlerinin cevresi hidrofobik kalem ile cgizilerek
isaretlendi. Kesitler isaretleme sonrasi nemli ortama (kapakli, icinde distile su iceren

nemli kiivete) yerlestirildi ve diger islemler nemli ortamda gerceklestirildi.
Endojen Peroksidaz Blokaiji

Kesitlere, oda sicakhiginda nemli ortamda 5 dk sireyle % 3 H,0; sollisyonuyla

endojen peroksidaz blokaji uygulandi.
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Serum ile Blokaj

Serum blokaj asamasinda, sekonder antikorlarin gelistirildigi canli tirinin
normal serumu kullanildi. Sekonder antikorlarin tretildigi canh tiiriiniin serumu 1/10
oraninda sulandirilarak uygulandi. Bu islemde 1 ml % 10 serum blokaj sollisyonunun
hazirlanmasi icin, 100 pl normal keci serumu 900 ul %1 BSA iceren PBS ile sulandirildi.
Hazirlanan serum blokaj sollisyonu ile kesitler oda sicakliginda 1 saat muamele edildi.

Ardindan yikama vyapilmadan sadece blokaj sollisyonu mekanik olarak

uzaklastirilarak primer antikor uygulama basamagina gegcildi.
Primer antikorun uygulanmasi

BMP-2 antijenine yonelik primer antikor (Abcam; ab6285) 1/200 oraninda %1
BSA iceren PBS sollsyonu ile seyreltilerek kesitlere uygulandi (diliisyon arahgi 1/100-
1/500 olarak tavsiye edilmistir). Kesitler, nemli kiivet icinde bir gece + 4°C’da inklbe
edildi.

BMP-7 antijenine yonelik primer antikor (Abcam; ab54904) 1/200 oraninda
%1 BSA iceren PBS sollisyonu ile seyreltilerek kesitlere uygulandi (dilisyon arahgi
1/100-1/500 olarak tavsiye edilmistir). Kesitler, nemli kivet icinde gece boyu (over
night) + 4°C’da inkube edildi.

ZEB2 antijenine yonelik primer antikor (Abcam; ab138222) 1/400 oraninda
%1 BSA iceren PBS sollisyonu ile seyreltilerek kesitlere uygulandi (dilisyon arahgi
1/100-1/500 olarak tavsiye edilmistir). Kesitler, nemli kiivet icinde bir gece (over
night) + 4°C’da inkube edildi.

Anti-Integrin alpha 5 antijenine yonelik primer antikor (Abcam; ab150361)
1/200 oraninda %1 BSA iceren PBS sollsyonu ile seyreltilerek kesitlere uygulandi
(dilisyon arahgi 1/100-1/500 olarak tavsiye edilmistir). Kesitler, nemli kiivet icinde bir
gece (over night) + 4°C’da inkibe edildi.

Anti-Integrin beta 1 antijenine yonelik primer antikor (Abcam; ab3167) 1/50
oraninda %1 BSA iceren PBS sollisyonu ile seyreltilerek kesitlere uygulandi (dilisyon
araligi 1/100-1/500 olarak tavsiye edilmistir). Kesitler, nemli kiivet iginde iginde bir

gece (over night) + 4°C’da inkiibe edildi.
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Sekonder antikorun uygulanmasi

BMP-2, BMP-7, ITG B1 antikoru uygulanan kesitler 1/1000 dillGsyonla
hazirlanan goat-anti mouse sekonder antikoru ile nemli kiivette oda sicakliginda 1
saat inklibe edildi.

ZEB2, ITG a5 antikoru uygulanan kesitler 1/1000 dilisyonla hazirlanan goat-

anti rabbit sekonder antikoru ile nemli kiivette oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

Kromojen uygulanmasi

Kromojen olarak, diaminobenzidin (DAB) sollisyonu kullanildi. Hazirlanan
kromojen solGsyonunun isiktan uzak tutuldu. Her antikor icin uygun inkibasyon
suresini belirlemek icin, kesitler mikroskop ile incelenerek uygun siireye karar verildi.
Optimum sire belirlendikten sonra diger kesitlerede ayni siire uygulandi. BMP-2,
BMP-7 antijeni icin uygulanan boyamalarda hazirlanan DAB sollisyonu kesitlere 5
dakika boyunca uygulandi. ZEB3 ile yapilan isaretlemelerde ise kesitlere 3 dakika
boyunca kromojen solisyonu uygulandi. ITG a5, ITG B1 ile yapilan isaretlemelerde
solisyon 6 dakika boyunca kesitlere uygulandi. Kesitlere kromojen uygulamasi
boyunca kesitlerin bulundugu kiivet 1sik gecirmez aliminyum folyo ile kaplandi veya
siyah renkli nemli kutu kullanildi. DAB yiksek oranda toksik oldugundan, kesitlerdeki
DAB, camasir suyu (sodyum hidroklorit) iceren atik kabi icine bosaltilarak notralize
edildi. Sonrasinda kesitler distile su ile 3 kere 5 dk yikanarak fazla kromojen

Gzaklastinldi.

Cekirdek boyasi uygulanmasi

Cesme suyuyla yikama sonrasi kesitlere Mayer’in hematoksilen cekirdek
boyasi yapildi. Hematoksilen sonrasi kesitler, gesme suyuyla yikandi. BMP-2, BMP-7,
ZEB2 antijenleri icin Mayer’in hematoksileni kesitlere 1 dk uygulanirken, ITG a5 ve

ITG B1 antijenleri icin 45 saniye uygulandi.
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Dehidratasyon, seffaflama 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 seffaflama isleme gerceklestirildi. Sonrasinda Entellan kullanarak

kesitler kapatildi.
Kontrol boyamasi

Negatif kontrol: primer antikor basamagi atlanarak, izleyen basamaklar aynen

uygulandi.
3.3 Hiicre Kiltiirii
3.3.1 Over kanseri hiicre hatti kiiltiiru

insan Ovarian Adenocarcinoma hiicre hatti SKOV-3 (HTB77, ATCC, ABD) ticari
olarak satin alindi. Gelen hiicre hatti optimal kiltlr kosullarinda cogaltildi. Kisaca
hicre hatti Uretici firma tarafindan soguk zincir bozulmadan laboratuvara
ulastirildiktan sonra steril sartlar altinda laminar akim kabini iginde ¢6zildi. Cozilen
over kanseri hiicre serisine ait hiicreler besiyeri icinde 75cm? lik flasklara ekilip 37°C,
%5 CO2 iceren inklibatore kaldirildi. SKOV-3 hiicre hatti icin uygun besiyeri McCoy’s
5A (30-2007, ATCC, ABD) hiicre hattina 6zel olarak satin alindi. Besiyeri McCoy bazal
besiyeri icine %10 FBS, %2 L-glutamin, %1 antibiyotik-antimikotik ¢cozeltisi eklenerek
hazirlandi ve kullanildi. Ertesi glin hiicreler faz kontrast mikroskobu altinda kontrol
edildi ve iki glin sonrada besiyerleri degistirildi. Flasklar %80 konfluent oldugunda
pasajlandi. Birinci pasajdan sonra bir miktari dondurulup ileri donemde kullanilmak

Uzere azot tankinda saklandi. Diger hiicreler deneyler igin kullanildi.

3.3.2. SKOV-3 Over Kanseri Hiicrelerinde immunositokimya Yonteminin

Uygulanmasi

Uretilen SKOV-3 hiicre hatinda (4.pasaj hiicrelerde) immunfloresan ve

immunperoksidaz immiinositokimyasal isaretleme gergeklestirildi.
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immiinperoksidaz isaretleme protokolii:

SKOV-3 hiicre hatlarina ait hiicreler 5000-10000 hiicre/kuyu olmak lzere 6zel

8 kuyulu lamlara ekilip, tutunmalariicin beklendi. Hicreler konfluent olduktan sonra:

Besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi.

Hiicreler 5 dakika siireyle oda sicakhginda %4 paraformaldehit ile tespit
edildi. PBS ile yikandi.

Enzim HRP kullanildigindan endojen peroksidaz blokaji icin Hidrojen
peroksit blokaj sollisyonu (12 ml H202 + 54 ml metanol + 54 ml distile su)
ile kesitler 10 dk inkiibe edildi. Sonrasinda dokular 3’er kez 5 dk PBS ile
yikandi.

Serum blokaj icin blokaj sollisyonu (goat serum 1:50 oraninda %1 BSA
iceren PBS ile sulandirilarak kullanildi) ile hiicreler 1 saat inkiibe edildi.
Blokaj sollisyonundan sonra yikama yapilmadi.

Primer antikorlar uygun dilusyonda sulandirildi (BMP-2, BMP-7 ve ITG a5
icin uygun dilusyon orani 1/200; ITG B1 igin 1:50; ZEB2 igin 1:400). Primer
antikor ile oda sicakliginda 1 saat sireyle inkubasyon yapildi.

Preparatlar 3 kere 5 dakika PBS ile yikandi.

Uygun sekonder antikorlar ile oda sicakliginda 1 saat inklbe edildi.

Ug kere 5 dk PBS ile yikandi

Uygun sekilde hazirlanan DAB ile inkiibe edildi. Mikroskop altinda boyama
gozlenince cesme suyu ile yikama islemi yapildi.

Mayer’s hematoksilen ile 2 dk cekirdek boyamasi yapildi. Ardindan gesme
suy ile yikandu.

Dehidratasyon ve seffaflandirma (ksilol) islemlerinden sonra kapama
yapilarak gortntilemeler yapildi. Spesifik immune isaretlenmenin varhgi
negatif ve pozitif kontrol boyamalari ile karsilastirmali olarak

degerlendirildi.
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immiinfloresan isaretleme protokolii:

SKOV-3 hiicre hatlarina ait hiicreler 5000-10000 hiicre/kuyu olmak tzere 6zel

8 kuyulu lamlara ekilip, tutunmalari icin beklendi.

Hicreler konfluent olduktan sonra:

Besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi.

Hicreler 5 dakika stireyle oda sicakliginda %100 metanol ile tespit edildi.
PBS ile yikandi.

Permabilizasyon icin 5 dk siireyle % 0,1 Tween20 ile inklibe edildi.

PBS ile 3 kere 5 dk yikandi.

Spesifik olmayan boyanmayi engellemek amaci ile serum blokaj (%1
BSA+% 10 keci serumu+% 0,1 PBS-Tween 20) 1 saat slireyle yapild..
Yikama yapilmadan serum uzaklastirildi.

Uygun dilusyonlarda primer antikorlar ile oda sicakliginda 1saat siire ile
inkiibasyon yapildi.

PBS ile 3 kere 5 dk yikandi.

BMP-2, BMP-7, ITG B1 antikoru uygulanan kuyulara goat anti-mouse-
FITC %1 BSA iceren PBS’de 1/1000 diliisyonla, oda sicakhiginda 1 saat
sureyle uygulandi. ZEB2, ITG a5 antikoru uygulanan kuyulara, goat anti-
rabbit Alexa Fluor 568 %1 BSA iceren PBS’de 1/1000 diliisyonla, oda
sicakhiginda 1 saat slireyle uygulandi.

Hicre gekirdekleri DAPI ile isaretlendi.

Floresan icin uygun olan kapama medyumu ile kapatildi.

Spesifik immiin isaretlenmenin varligl negatif kontrol isaretlemeleri ile

karsilastirmali olarak floresan mikroskobu altinda yapildi.

Gift isaretleme igin immiinfloresan isaretleme protokolii:

ITG a5 ve ITG B1’in hiicrede lokalizasyonlarini belirlemek amaciyla hiicre

hattinda ¢ift immiinofloresan isaretleme gergeklestirildi. SKOV-3 hicre hattina ait



28

hicreler 5000-10000 hiicre/kuyu olmak Uzere o6zel 8 kuyulu lamlara ekilip,

tutunmalart icin beklendi.

Hucreler konfluent olduktan sonra:

Besiyeri uzaklastirildi ve hticreler PBS ile yikandi.

Hiicreler 5 dakika siireyle oda sicakliginda %100 metanol ile tespit edildi.
PBS ile yikandi.

Permabilizasyon igin 5 dk siireyle % 0,1 Tween20 uygulandi.

PBSile 3 kere 5 dk yikandi.

Spesifik olmayan isaretlenmeyi engellemek amaci ile serum blokaj
(%1BSA + %10 kegi serumu + %0.1PBS-Tween20) 1 saat slreyle yapildi.
Yikama yapilmadan serum uzaklastirildi.

Primer antikor uygun dilusyonda sulandirildi. integrin alfa5 icin uygun
dilusyon orani 1/200 idi. Diluent olarak %1 BSA iceren PBS kullanildi.
Integrin alfa 5 ile inkubasyon bir gece (over night) + 4°C’de gergeklestirildi.
Ertesi glin 3 kere 5 dk PBS ile yikandi

Sekonder antikor olarak goat anti-rabbit Alexa Fluor 568, %1 BSA igeren
PBS’de 1/1000 diltisyonla, oda sicakhginda 1 saat streyle uygulandi.

PBS ile 3 kere 5 dk yikandi

ikinci primer antikor uygun dilusyonda sulandirildi. integrin betal icin
uygun dilusyon orani 1/50 idi. Diluent olarak %1 BSA iceren PBS kullanildi.
integrin betal ile inkubasyon gece boyu (over night) + 4°C'de
gerceklestirildi.

Ertesi glin PBS ile 3 kere 5 dk yikandi

Goat anti mouse FITC %1 BSA iceren PBS’de 1/1000 diliisyonla, oda
sicakhiginda 1 saat slireyle uygulandi.

PBS ile 3 kere 5 dk yikandi

Cekirdekler DAPI ile isaretlendi.

Floresan icin uygun olan kapama medyumu ile kapatildi.

Spesifik immiin isaretlenmenin varligl negatif kontrol isaretlemeleri ile

karsilastirmali olarak floresan mikroskobu altinda yapildi.
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3.4 Kesitlerin Gorintiilenmesi

Hematoksilen—Eozin, immunohistokimya ve immunositokimya uygulanan
kesitler LAS X programi kullanarak, Leica DM6B Upright isik mikroskobu ile
gorintilendi. Kesitlerin fotograflarinin elde edilmesinde Leica DFC7000T kamera

kullanildi.

3.5 immiinohistokimya ve immiinositokimya isaretlenmesinin

Degerlendirilmesi

immiinohistokimyasal ve immudnositokimyasal isaretlemelerin
degerlendirilmesi icin 40 lik bliylitmede, rastgele secilen sirasiile 5 ve 7 alanda LAS X
programi kullanilarak Leica DFC7000T kamera ile fotograflar ¢ekildi. Immunreaktivite
semi-kantitatif olarak H-skor ile degerlendirildi. Bunun igin primer antikorlar ile
isaretlenme yogunlugu (0O=boyanma yok, 1=zayif boyanma, 2=fark edilebilen
boyanma 3=gl¢ll, yogun boyanma) ve isaretlenen hiicrelerin yizdesi (%0-%100
arasi) degerlendirildi. Degerlendirme 2 kisi tarafindan yapildi ve 2 kisinin ortalama

skoru kullanildi.
3.6 istatistiksel analiz

Orneklem genisligi Ki-kare analizine gére hesaplamistir. Buna goére iki grup
arasinda boyanma dereceleri acgisindan (0, 1+,2+ ve 3+) 0.40’lik bir etki genisligini
alfa=0.05’de ve %80 glg ile saptayabilmek igin iki grupta toplamda 84 vakanin
alinmasi gerekli oldugu NCSS-PASS 11,0 programi ile hesaplanarak bulunmustur.
Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiklerden sayisal olgiimler igin
ortalama % standart sapma, ortanca, minimum ve maksimum degerler, niteliksel
veriler icin ise sayr ve yizde kullaniimistir. Olciimlerin normal dagihm gosterip
gostermedigi Shapiro Wilk testi ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren
Olclimler icin grup karsilastirmalari tek yonli varyans analizi ve bagimsiz gruplarda t
testi ile yapilmistir. Normal dagilim géstermeyen veriler igin 6lgiim karsilastirmalari
Kruskal Wallis testi ve Mann Whitney U testi ile yapilmistir. Gruplarda niteliksel

Ozelliklerin karsilastirmalarinda ise g¢apraz tablo analizi ve Ki-kare testleri
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kullanilmistir. Olctimler arast iliskiler icin Pearson veya Spearman korelasyon katsayisi
kullanilmistir. istatistiksel ®nemlilik icin p<0,05 ise anlamh kabul edilmis ve

istatistiksel analizlerin timunde SPSS 21,0 for Windows paket programi kullmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Hasta verilerinin degerlendirilmesi

4.1.1 Hastalarin demografik 6zellikleri

Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan grupta yas ortalamasi benzerdi. Lenf
nodu tutulumu olan grupda yas ortalamasi 58,619 + 11,170, lenf nodu tutulumu

olmayan grupda yas ortalamasi 58,838 + 10,178 olarak saptandi.

4.2 Ser6z over karsinom vakalarinda over dokusu ve lenf nodunun

histopatalojik degerlendirilmesi

Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan ser6z over karsinom vakalarinin over ve
lenf nodlaridaki timor érneklerinin 1sik mikroskobunda incelenmesinde genel olarak
dokularin timor hiicreleri ile infiltre olduklari gdzlendi.

Yiksek dereceli ser6z over karsinomlar histopatolojik olarak papiller,
mikropapller, infiltratif,  glanduler, mikrokistik, mikroglanduler,  solid,
psodoendometrioid, transizyonel hiicre benzeri karsinom gibi farkli morfolojik
paternlerde olabilir. Calismamizda, ser6z over karsinom tanisi almis vakalarin timor

dokularinda farkh morfolojik paternler izlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Ser6z over karsinom tanisi almis vakalarin timor dokularinda farkli
morfolojik paternler izlenmektedir (Hematoksilen-Eozin X50)

Tumor icinde hemorajik alanlar, stromadaki damarlarda konjesyon izlendi
(Sekil 4.2). Tiam gruplara ait orneklerde timoér dokusu incelendiginde timor
hiicrelerinde, belirgin niikleer pleomorfizm dahil olmak lizere yiksek cekirdek:
sitoplazma orani, hiperkromazi, bir veya daha fazla belirgin ¢ekirdek, artan mitotik
aktivite yaninda atipik mitozlar ve timor bizzar dev hicreleri izlendi (Sekil 4.3, 4.4,

4.5).

Sekil 4.2. Timo6r dokusu icinde hemorajik alanlar, stromadaki damarlarda
konjesiyon gozlenmektedir (Hematoksilen-Eozin X200)
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Sekil 4.3 Lenf nodu tutulumu olmayan yiiksek dereceli, over papiller seroz
adenokarsinom tanisi almis over dokusu o6rnegi. Diuzensiz dallanmis
papillalar, ortalarinda az miktarda stroma ve atipik c¢ekirdekler
gozlenmektedir ( Hematoksilen-Eozin A X2.50, B X50, C X100, DX200, E, F

X400)

Sekil4.4 Lenf nodu tutulumu olan vyiksek dereceli over papiller seroz
adenokarsinom tanisi almis over dokusu 6rnegi. Cok sayida atipik ¢ekirdek
ve timor bizzar dev hiicreler gézlenmektedir ( Hematoksilen-Eozin A
X2.50, B X50, C X100, DX200, E, F X400)



Sekil 4.5. Lenf nodu tutulumu olan yiksek dereceli over papiller
serozadenokarsinom tanisi almis lenf nodu 6rnegi. Lenf nodu icinde yer
alan timor dokusunda infiltratif hicreler arasinda tek veya guruplar
olusturan eozinofilik sitoplazmali timér hicreleri izlenmektedir
(Hematoksilen-Eozin A X2.50, B X50, C X100, DX200, E, F X400)

4.3 Hasta Gruplarinda Tiimor Hiicreleri ve Tiimor Stromasinda

immunohistokimyasal isaretlenmelerinin Degerlendirilmesi
4.3.1 BMP-2 ve BMP-7 immunreaktivitesi

BMP-2 ile yapilan immun isaretlemede, lenf nodu tutulumu olmayan ve lenf
nodu tutulumu olan yiiksek dereceli over serdz kanseri tanisi almis hastalara ait over
dokusu orneklerinde tiimoér hicreleri sitoplazmasi, stromadaki hicreler ve damar
endotel hicrelerinde pozitif immuinreaktivite izlendi. Lenf nodu tutulumu olan
hastalarin lenf nodu 6rneklerinde de timaor hiicreleri, stromadaki hiicreler ve damar
endotel hiicrelerinde pozitif BMP-2 imminreaktivite gbézlendi. BMP-7 ile yapilan
immun isaretlemede, lenf nodu tutulumu olmayan ve lenf nodu tutulumu olan yiiksek
dereceli over serdz kanseri tanisi almis hastalara ait over dokusu érneklerinde timor
hicreleri ve damar endotelinde zayif, stromadaki infiltratif hiicrelerde gugla
immunreaktivite izlendi. Lenf nodu tutulumu olan hastalarin lenf nodu 6rneklerinde
de timor hicreleri, stromadaki infiltratif hiicreler ve damar endotel hiicrelerinde

benzer pozitif BMP-7 imminreaktivite gozlendi (Sekil 4.6)



Sekil 4.6 Over dokusu Orneklerinde A- timor hiicreleri sitoplazmasi (siyah ok) ve
endotel hiicrelerinde (kirmizi ok) glglii pozitif BMP-2 imminreaktivitesi B-
tiimor hiicreleri sitoplazmasi (siyah ok) ve endotel hiicrelerinde (kirmizi ok)
zayif, stroma hicreleri, stromada ve timorde infiltratif hiicrelerde (yesil
ok) glgli BMP-7 immiunreaktivitesi izlenmektedir  (indirekt
immiinperoksidaz-hematoksilen A, B x 630)

4.3.2 ZEB2 immunreaktivitesi

ZEB2 icin yapilan immun isaretlemelerde, lenf nodu tutulumu olmayan ve lenf
nodu tutulumu olan over dokusu 6rneklerinde timor hiicreleri, stromadaki hiicreler
ve damar endotel hiicrelerinin sitoplazmasi ve yer yer gekirdeklerinde pozitif glglu
immunreaktivite izlendi. Lenf nodu tutulumu olan hastalarin lenf nodu 6rneklerinde

benzer glicli pozitif ZEB2 immiinreaktivitesi gdzlendi (Sekil 4.7)

Sekil 4.7. Over dokusu orneklerinde tliimor hiicrelerinin sitoplazmasi (siyah ok) ve
tiimor ve stromadaki ¢ekirdekler (yesil ok) ve damar endotel hiicrelerinde
(kirmizi ok) pozitif glicli ZEB2 imminreaktivitesi izlenmektedir (indirekt
immiinperoksidaz-hematoksilen A, B x 630)
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4.3.3 ITG a5 Ve ITG B1 immunreaktivitesi

Lenf nodu tutulumu olmayan ve lenf nodu tutulumu olan yiiksek dereceli over
serdz kanseri tanisi almis hastalara ait over dokusu orneklerinde tliimor hicreleri
membraninda ve damar endotel hiicrelerinde gig¢li ve ITG 1 immiinreaktivitesi
izlendi. Lenf nodu tutulumu olan hastalarin lenf nodu 6rneklerinde de benzer sekilde
timor hiicre membraninda her iki molekil ile glclu pozitif immiinreaktivite gozlendi

(Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Over dokusu orneklerinde, timor hicrelerin membraninda (mavi ok),
damar endoteli (kirmizi ok) glgli A- ITG a5 pozitif imminreaktivitesi B-
ITG B1 pozitif  immdinreaktivitesi izlenmektedier  (indirekt
immiinperoksidaz-hematoksilen A, B x 630)

4.4 BMP-2, BMP-7, ZEB2, ITG a5 ve ITG B1 immunreaktivitelerinin gruplar

arasi karsilastiriimasi

Lenf nodu tutulumu olmayan ve olan yiiksek dereceli over ser6z kanser tanisi
almis hastalarin over dokusu 6rnekleri ve lenf nodu tutulumu olan grubun lenf nodu
dokusu ornekleri olmak Uzere 3 grupta BMP-2, BMP-7, ZEB2, ITG a5 ve ITG B1
immunreaktiviteleri belirlendi ve H-skor analiz ile skorlandiktan sonra karsilastirilarak

gruplar arasi farkhliklar istatistiksel olarak degerlendirildi.
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4.4.1 BMP-2 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmasi

BMP-2 immunreaktivitesi (i¢ grupta da timor hicreleri sitoplazmasi,
stromadaki hiicreler ve damar endotel hicrelerinde gozlendi. BMP-2
imminreaktivitesi timor hicrelerinde glicll, stromada zayif olarak izlendi. (Sekil 4.9)
Tumor hiicrelerinde BMP-2 immiuinreaktivitesinin H-skor analizi sonuclari, gruplar
arasi karsilastirildiginda lenf nodu tutulumu olan over dokusu ve lenf nodu dokusu
orneklerinde, lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu orneklerinden daha glicli
imminreaktivite gozlendi (Sekil 4.10) ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,000) (Sekil 4.11).

Sekil 4.9. Timor 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 immiinperoksidaz- Hematoksilen
A, B, C x100)



Sekil 4.10 Timor  hicrelerinde  BMP-2  immiunreaktivitesinin ~ gruplar  arasi
karsilastirilmasi. 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 immunperoksidaz- Hematoksilen A, C, E x 40- B, D, F x 630)
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Sekil 4.11. BMP-2 immunreaktivitesinin  gruplar arasi  karsilagtiriimasinin
istatistiksel degerlendirilmesi.  Timo6r  hicrelerinde BMP-2
immiunreaktivitesi H-skor  analiz  sonuclari gruplar  arasi
karsilastirildiginda lenf nodu tutulumu olan over dokusu ve lenf nodu
dokusu o6rneklerinde, lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu
orneklerinden daha gicli imminreaktivite gozlendi ve bu fark
istatistiksel analiz sonrasi anlamli bulundu (*p<0,000).

4.4.2 BMP-7 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmasi

immunreaktivitesi lg¢ grupta da timor hiicreleri ve damar endotelinde zayif,
stromadaki infiltratif hicrelerde glicli pozitif olarak izlendi (Sekil 4.12). BMP-7
immunreaktivitesi H-skor analizi gruplar arasi karsilastirildiginda lenf nodu tutulumu
olmayan over dokusu orneklerinde, lenf nodu tutulumu olan over dokusu
orneklerinden daha giicli imminreaktivite gozlendi, ancak bu fark istatistiksel olarak
anlamli degildi. Lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu 6rnekleri ve lenf nodu
tutulumu olan lenf nodu 6rnekleri karsilastirildiginda lenf nodu tutulumu olmayan
over dokusu 6rneklerinde daha glicli immiinreaktivite gozlendi ve bu fark istatistiksel
olarak anlamh bulundu (p<0,000). Lenf nodu tutulumu olan over dokusu
orneklerinde, lenf nodu tutulumu olan lenf nodu 6rneklerinden istatiastiksel olarak

daha glicll pozitiflik saptandi (p<0,001) (Sekil 4.13) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.12. Timor 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 immiinperoksidaz- Hematoksilen
A, B, C x100)

Sekil 4.13. BMP-7 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilastiriimasi. 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
immunperoksidaz- Hematoksilen A, C, E x 40- B, D, F x 630)
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Sekil 4.14. BMP-7 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilagtirilmasinin istatistiksel
degerlendirilmesi. Lenf nodu tutulumu olmayan over dokularinda, lenf
nodu tutulumu olan over dokusu ve lenf nodu 6rneklerinden daha gicli
immunreaktivite tesbit edilidi. Bu fark lenf nodu tutulumu olmayan over
ve lenf nodu tutulumu olan lenf nodu 6rnekleri arasinda anlamliyken
(*p<0,000), lenf nodu tutulumu olmayan ve olan over dokulari arasindaki
fark anlaml bulunmadi. Lenf nodu tutulumu olan grupda over dokusu ve
lenf nodu 6rnekleri arasinda anlamli fark saptandi (**p<0,001).

4.4.3 ZEB2 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilastiriimasi

ZEB2 immunreaktivitesi U¢ grupta da tiimor ve stromadaki hiicreler ve damar
endotel hicrelerinin sitoplazmasi ve yer yer cekirdeklerinde gozlendi. H-skor
analizine gbre timor hiicrelerinde gliclii ve stromada zayif immunreaktivite izlendi
(Sekil 4.15). ZEB2 immiinreaktivitesinin H-skor analizi sonuglari gruplar arasi
karsilastirildiginda lenf nodu tutulumu olan over dokusuda timor hiicrelerinde, lenf
nodu tutulumu olmayan over dokusu 6rneklerinden daha gigli immiinreaktivite
gozlendi (Sekil 4.16). Lenf nodu tutulumu olan grubun lenf nodu 6rneklerinde de
timor hicrelerinde glgli imminreakrivite saptandi. Gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamlydi(p<0,000) (Sekil 4.17).



Sekil 4.15. Timor 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 imminperoksidaz- Hematoksilen
A, B, C x100)

Sekil 4.16. ZEB2 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilagtirilmasi 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
imminperoksidaz- Hematoksilen A, C, E x 40- B, D, F x 630)
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Sekil 4.17. ZEB2 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmasinin istatistiksel
degerlendirilmesi. TUmor hiicrelerinde ZEB2 immiuinreaktivitesi lenf nodu
tutulumu olan over dokusu ve lenf nodu dokusu orneklerinde, lenf nodu
tutulumu olmayan over dokusu érneklerinden anlamli olarak daha gicli
immunreaktivite gézlendi (*p<0,000).

4.4.41TG a5 immunreaktivitesinin Gruplar Arasi Karsilastiriimasi

ITG a5 immunreaktivitesi ¢ grupta da tlimor hiicreleri membraninda ve
damar endotel hicrelerinde gozlendi. H-skor analizine gore timor hiicreleri ve
stromada orta siddette pozitif ITG a5 immunreaktivitesi izlendi (Sekil 4.18). TUmor
hiicrelerinde ITG o5 imminreaktivitesi H-skor analizi sonuclari gruplar arasi
karsilastirildiginda lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu érneklerinde, lenf nodu
tutulumu olan over dokusu 6rneklerinden daha gligli immunreaktivite saptandi ve
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Lenf nodu tutulumu olan over
dokusu ornekleri ve lenf nodu tutulumu olan lenf nodu 6érnekleri karsilastirildiginda,
lenf nodu 6rneklerinde timor hiicrelerinde daha glcli ITG a5 immdinreaktivitesi

saptandi, ancak bu fark istatistiksel olarak anlaml degildi (Sekil 4.19) (Sekil 4.20).
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Sekil 4.18. Timor ve stromada ITG a5 immunreaktivitesi. A) Lenf nodu tutulumu
olmayan over dokusu B) Lenf nodu tutulumu olan over dokusu C) Lenf
nodu tutulumu olan lenf nodu. (indirekt imminperoksidaz-
Hematoksilen A, B, C x100)

Sekil 4.19. ITG a5 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilastiriimasi. 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
imminperoksidaz- A, C, E x 40- B, D, F x 630)
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Sekil 4.20. ITG a5 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilastiriimasinin istatistiksel
degerlendirilmesi. Lenf nodu tutulumu olmayan over ile, lenf nodu
tutulumu olan over dokusu ornekleri karsilastirildiginda, lenf nodu
tutulumu olmayan grubta timor hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli
gicli ITG a5 imminreaktivitesi saptandi (**p<0,001). Lenf nodu
tutulumu olan over ve lenf nodu 6rnekleri timor hicrelerinde ITG a5
immdinreaktivitesi karsilastirildiginda, lenf nodu Ornekleri timor
hiicrelerinde daha gliclii ITG a5 immdiinreaktivitesi saptandi ama bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi.

4.4.5 ITG B1 immunreaktivitesinin Gruplar Arasi Karsilastiriimasi

ITG B1 immunreaktivitesi U¢ grupta da timor hiicreleri membraninda ve
damar endotel hiicrelerinde gézlendi. H-skor analizine gore timor hiicrelerinde glicli
ve stromada zayif immiinreaktivite izlendi (Sekil 4.21). Tumor hicrelerindeki ITG B1
immunreaktivitesi H-skor analizi sonuglari gruplar arasi karsilastirildiginda lenf nodu
tutulumu olmayan over dokusu orneklerinde, lenf nodu tutulumu olan over dokusu
orneklerinden istatistiksel olarak daha gligli ITG B1 immunreaktivitesi saptandi
(p<0,000). Lenf nodu tutulumu olan over dokusu 6rnekleri, lenf nodu 6rnekleri ile
karsilastirildiginda, lenf nodu o6rneklerinin timor hiicrelerinde istatistiksel olarak
anlamli daha gi¢li ITG B1 imminreaktivitesi saptandi (p<0,000) (Sekil 4.22) (Sekil
4.23).



Sekil 4.21. Timor ve stromada ITG Bl immunreaktivitesi. A) Lenf nodu tutulumu
olmayan over dokusu B) Lenf nodu tutulumu olan over dokusu C) Lenf
nodu tutulumu olan lenf nodu. (indirekt imminperoksidaz- Hematoksilen
A, B, Cx100)

Sekil 4.22. ITG B1 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmasi. 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
imminperoksidaz- A, C, E x40- B, D, F x630)
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Sekil 4.23. ITG B1 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmasinin istatistiksel
degerlendirilmesi. Lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu
orneklerinde, lenf nodu tutulumu olan over dokusu 6rneklerinden daha
glicli immunreaktivite saptandi ve bu fark istatistiksel olarak anlaml
bulundu (*p<0,000). Lenf nodu tutulumu olan over dokusu 6rnekleri ve
lenf nodu tutulumu olan lenf nodu 6rnekleri karsilastirildiginda, lenf nodu
orneklerinde istatistiksel olarak anlaml daha gicli imminreaktivite
saptandi (*p<0,000).

4.5 BMP-2 Ve BMP-7 immunreaktivitelerinin Karsilastiriimasi

H-skor analizinde BMP-2 immiinreaktivitesi, lenf nodu tutulumu olmayan ve
olan over dokusu 6rnekleri ve lenf nodu tutulumu olan grubun lenf nodu 6rneklerinin
timor hiicrelerinde her 3 grupta da glicli immiunreaktivite izlendi. Her 3 gruptada H-
skor analizi ile timor hiicrelerinde zayif BMP-7 immiinreaktivitesi saptandi. Uc grupta
timor hicrelerinde BMP-2 ve BMP-7 immunreaktiviteleri karsilastirildiginda,

birbirleri ile ters korelasyon gosterdigi saptandi (Sekil 4.24).



BMP7

Sekil 4.24. BMP-2 ve BMP-7 immunreaktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmasi. A, B,
C) BMP-2 immiunreaktivitesi D, E, F) BMP-7 immiunreaktivitesi 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
immunperoksidaz- A, B, C, D, E, F x630)

4.6 SKOV-3 Hiicre Hatti Kiiltiiru

Over adenokarsinom hiicre hatti SKOV-3 hiicreleri 37° C, %5 CO2 |li nemli
ortamda Uuretildi (Sekil 4.25). Kiltir ortaminda uygun sartlarda Uretilen hiicreler
4.pasaja geldiginde BMP-2, BMP-7, ZEB2, ITG a5 ve ITG B1 ile imminperoksidaz ve

immunofloresan isaretlemeler gerceklestirildi.
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Sekil 4.25. SKOV-3 hiicreleri kiltir kabinin tabanina tutunmus olarak goriilmekte ve
konfluent hicreler kaldirrm tasi  goriintlsiine sahip oldugu
gozlenmektedir (fazkontrast goriinti X400).

4.7 SKOV-3 Over Adenokarsinoma Hiicre Hattina ait Hiicrelerde

immiinperoksidaz ve immiinfloresan isaretlemelerin Degerlendirilmesi

SKOV-3 hicre hattinda, BMP-2 ve BMP-7 immiunreaktivitesi hiicrelerin
sitoplazmasinda gozlendi (sekil 4.26-4.29). H-skor analizi ile SKOV-3 hiicre hattina ait
hiicrelerde BMP-2 ile orta, BMP-7 ile zayif immiinreaktivite saptandi.

ZEB2 immdinreaktivitesi SKOV-3 hicrelerinin hem sitoplazma hem
cekirdeklerinde tespit edildi (sekil 4.30-4.31). H-skor analizinde SKOV-3 hiicre hattina
ait hiicrelerde orta derecede ZEB2 immunreaktivitesi saptandi.

ITG a5 ve ITG B1 imminreaktiviteleri SKOV-3 hiicrelerinin membrani,
sitoplazmasi ve hicrelerin sitoplazmik hiicre uzantilarinda (lamellipodia ve
filopodiada) gozlendi (sekil 4.32-4.35).

Ayrica ITG B1 imminreaktivitesi SKOV-3 hiicre hattinda fokal noktasal bigimde
perintklaer alanda izlendi (sekil 4.36).
H-skor analizinde SKOV-3 hiicre hattina ait hlcrelerde orta derecede ITG a5

ve glcli ITG B1 imminreaktivitesi saptandi.
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Sekil 4.26. SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda sitoplazmik orta derecede
BMP-2 immiinreaktivitesi gozlenmektedir (indirek immiinperoksidaz-
Hematoksilen, A X 400- B X 630)

Sekil 4.27. SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda BMP-2 ile sitoplazmik
immunofloresan isaretleme gozlenmektedir (indirekt immunofloresan-
DAPI X 630)
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Sekil 4.28. SKOV-3 over adenokarinom hicre hattinda sitoplazmik zayif BMP-7
immunreaktivitesi gozlenmektedir  (indirekt immunperoksidaz-
Hematoksilen, A X 400- B X 630)

Sekil 4.29. SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda BMP-7 ile sitoplazmik
immunofloresan isaretleme gozlenmektedir (indirekt immunofloresan-
DAPI X 630)
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Sekil 4.30. SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda ¢ekirdek ve sitoplazmada orta

derecede  ZEB2 imminreaktivitesi  gozlenmektedir  (indirekt
imminperoksidaz- Hematoksilen, A X 400- B X 630)

Sekil 4.31. SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda ZEB2 ile sitoplazmik

imminofloresan isaretleme goézlenmektedir (indirekt imminofloresan-
DAPI X 630)
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Sekil 4.32. SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda sitoplazmik orta derecede ITG
a5 immiunreaktivitesi godzlenmektedir (indirek imminperoksidaz-
Hematoksilen, A X 400- B X 630)

Sekil 4.33. SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda ITG a5 ile sitoplazmik
immunofloresan isaretleme gozlenmektedir (indirekt immunofloresan-
DAPI X 630)
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Sekil 4.34. SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda hicre membrani ve
sitoplazmasinda glicli ITG B1 imminreaktivitesi gozlenmektedir (indirek
immunperoksidaz-Hematoksilen, A X 400- B X 630)

Sekil 4.35. SKOV-3 over adenokarinom hicre hattinda ITG Bl ile sitoplazmik
imminofloresan isaretleme goézlenmektedir (indirekt imminofloresan-
DAPI X 630)
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Sekil 4.36. SKOV-3 over adenokarinom hiicre hattinda ITG B1 immunreaktivitesi
fokal noktasal bicimde periniklear alanda izlenmektedir (indirekt
immunofloresan-DAPI X 630)

4.8 SKOV-3 over adenokarsinoma hiicre hatti hiicrelerinde ITG a5, ITG

B1’in ¢gift immiinofloresan isaretlemesi

SKOV-3 hiicre hatti hiicrelerinde ITG a5 ve ITG B1 lokalizasyonlarini belirlemek
icin hiicrelerde ¢ift immunofloresan isaretleme yapildi. Sonuglar her iki integrininde
hicre membran ve sitoplasmazinda birlikte ayni yerde olduklarini gosterdi (Sekil

4.37).
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Sekil 4.37. SKOV-3 over adenokarsinoma hiicre hattina ait hiicrelerde ITG a5 ve ITG
B1 ile cift imminofloresan isaretimesi. ITG a5 ve ITG PB1 hiicre
sitoplazmasi ve membraninda ayni yerde immiuinofloresan isaretlenmesi
gostermektedir. A, B) ITG B1 C, D) ITG a5 E, F) Birlestirilmis (indirekt
immunofloresan-DAPI x630)

4.9 SKOV-3 Over Adenokarsinoma Hiicre Hattina Ait Hiicrelerde
immiinperoksidaz ve immiinfloresan isaretlemelerin H-skor ve istatistiksel

Analiz Degerlendirilmesi

SKOV-3 hicre hattinda gerceklestirilen immiinositokimyasal isaretlemelere
ait H-skor analizleri, immunohistokimya H-skor sonuglari ile uyumlu olarak BMP-2
immunreaktivitesi hlicrelerde orta derece pozitif ve BMP-7 immiinreaktivitesi zayif
pozitif olarak saptandi. SKOV-3 hicrelerinde BMP-2 ve BMP-7 imminreaktiviteleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p<0,004) (sekil 4.38).
SKOV-3 hiicre hatti hicrelerinde H-skor analizi sonucu ZEB2, ITG a5
immunreaktiviteleri orta derecede pozitif ve ITG B1 immiinreaktivitesi glicli pozitif
olarak saptandi. ITG B1 immunreaktivitesi, ITG a5 ile karsilastirildiginda, istatistiksel
anlamli fark tespit edildi ( p<0,023) (sekil 4.38).
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Sekil 4.38. SKOV-3  Over Adenokarsinoma Hiicre  Hatti Hlcrelerinde

immiinperoksidaz ve immiinfloresan isaretlemelerin istatistiksel
Degerlendirilmesi. SKOV-3 hiicre hatti hiicrelerinde BMP-2 ve BMP-7
immunreaktivitesi H-skor analiz sonuclari karsilastirildiginda, BMP-2
immunreaktivitesi istatistiksel anlaml olarak daha glicli saptandi (*
p<0,004). ITG a5, ITG B1 mminreaktivitesi H-skor analiz sonuglar
karsilastirildiginda, ITG B1 immdinreaktivitesinin daha glicli oldugu
saptandi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (** p<0,023)
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5. TARTISMA

Over kanserlerinin %70 ini olusturarak en yaygin cesidi olan yiksek dereceli
over ser6z karsinomlari peri ve postmenapozal kadinlarda goriilmektedir.
Calsmamizda da lenf nodu tutulumu olan grup da yas ortalamasi 58,619 + 11,170,
lenf nodu tutulumu olmayan grup da yas ortalamasi 58,838 + 10,178 olarak saptandi.
Lenf nodu tutulumu olan ve olmayan gruplar arasinda yas ortalamasinda fark
bulunmad:.

Over kanseri hiicre hatlarinda BMP'lerin mRNA ifadelerini saptamak amaci ile
yapilan cok sayida ¢alisma bulunmasina ragmen [87], over kanserinde BMP'lerin islevi
iyi bilinmemektedir. BMPIler ile ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogunlugu, BMP-2 ve BMP4
Uzerinedir. Over malign timorinde, BMP-2 ve reseptorleri BMPRIB ve BMPRII'nin
mRNA seviyeleri, benign timorler ve normal over dokusuna oranla daha duislik
oldugu saptanmistir [50]. Bu durum BMP-2 artisinin metastazdan koruyucu oldugunu
akla getirmektedir. Bu bulgularin aksine, son yillarda yapilan galismalarda; over
kanseri hastalarinda BMP-2 tedavisinin, EMT'yi arttirdig ve koti prognoz ile korele
oldugu gosterilmistir [51]. Epiteliyal over kanserlerinde yapilan calismada BMP-2
ifadesindeki degisikliklerin timor hiicresinin motilite ve adezyonunu degistirdigini ve
BMP-2 ifadesindeki artisin sag kalimla ters korelasyon icinde oldugunu ve kot
prognoz gostergesi oldugunu 6ne sirmektedir [88]. Ser6z over kanseri progenitor
hicrelerinde (OCSPC ler) yenilenme ve multipotent farklanma kapasitesinin artisi,
BMP-2, BMP-4 ve TGF-B seviyelerinde artis ile seyrettigi bildirilmistir [52]. Over
kanserlerinde Page ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada, timor hiicrelerinde yiksek
BMP-2 mRNA  ekspresyonu ve timdr dokusu  orneklerinde  glgli
imminohistokimyasal boyama saptanmistir [88].

Bizim calismamizda da Page ve arkadaslari ile uyumlu sekilde timor
hiicrelerinde BMP-2 immiinreaktivitesi glicli pozitif olarak saptandi. Yaptigimiz
calismada BMP-2 immiinreaktivitesi ilk defa lenf nodu tutulumu olan ve olmayan
yuksek dereceli seroz over kanserlerin timor hiicrelerinde karsilastirildi ve lenf nodu

tutulumu olan grupta timor hiicrelerinde daha giiclii immiinreaktivite saptandi.
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BMP-2 immiinreaktivitesinin lenf nodu tutulumu olan grupta artisi over kanserlerinde
EMT suireci ve hiicre géctinde roli olabilecegini diisiindiirmektedir.

BMP-7 icin vyapilan literatlir taramasinda sinirll sayida calismaya
rastlanmaktadir. Hibbs ve arkadaslarinin 2004’de over kanserinde vyaptiklari
calismada, BMP-7 mRNA ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Bu calismada
immunohistokimyasal isaretleme ile BMP-7 nin timor hiicrelerinde az, timor
hiicrelerini cevreleyen stromal hicrelerde fazla miktarda eksprese edildigi
gosterilerek, timor hicrelerinin etrafindaki stromal hicrelerin bazi faktoérleri
eksprese ederek invazyona ve metastaza katki sagladigi seklinde yorumlanmistir [89].
Bizim calismamizda da Hibbs ve arkadaslari ile uyumlu olarak, timor hiicrelerinde
BMP-7 immiinreaktivitesi zayif, timor stromasindaki hiicrelerde giiglii olarak izlendi.
Stromada isaretlenen hiicreler infiltratif hiicreler (makrofaj, lenfosit, dendritik hiicre),
fibroblast veya stromadaki tiimor hiicreleridir. Bu hiicrelerin hangi hiicreler oldugunu
saptamak icin hiicre belirtecleri kullanarak daha spesifik isaretleme sonrasi daha
detayli bir yorumda bulunulabilir.

Baska bir calismada, over kanserleri, normal over dokusu ile
karsilastirildiginda kanser dokusunda BMP-7 ekspresyon artisinin TGF- B yolaginin
baskilanmasina ve proliferasyonda artmaya sebep oldugu gosterilmistir [90]. TGF- B
yolaginin  proliferasyonu baskiladigl, hiicre goécli ve invazyonu tetikledigi
bilinmektedir. Yapilan bu ¢alismada BMP-7 ekspresyon artisinin, TGF- B yolaginin
baskilanmasina sebep olmasi ayni zamanda hicre invazyon ve gogliniide negatif
yonde etki ettigini de akla getirmektedir. Bizim ¢alismamizda lenf nodu tutulumu
olan ve olmayan ylksek dereceli over serdz kanserler karsilastirildiginda lenf nodu
tutulumu olan grupda BMP-7 nin daha disik ifade edilidgi saptanmistir. Sunde ve
arkadaslari normal over dokusu ile karsilastirdiklarinda over kanserinde BMP-7
ifadesinin ylksek oldugunu saptamislardir ama over kanseri alt tipi belirtilmemistir.
Calismada bakilan over kanseri metastatik timor olmayabilir ve timorin baslangic
evrelerine bakilmis olabilir.

Sunde ve arkadaslarinin bulgusu ve calismamizin sonuclari, over kanseri

baslangicinda BMP-7 ifadesi artisi oldugu ve TGF- B yolagini baskilayarak
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antiproliferatif etkisini ortadan kaldirdigi ve kanser hiicre proliferasyonuna sebep
oldugu seklinde yorumlanabilir, sonrasinda daha ileri evrede metastaz sirasinda BMP-
7 ifadesi dlser, TGF- B yolagini lzerindeki baskilayici etki ortadan kalkar, hiicre
proliferasyonu baskilanir ve TGF-  yolagi hiicre invazyonu ve gogilini tetikler seklinde
yorumlanabilir [53, 54]. Buda BMP-7'nin kanserde bifazik etkisi olabilecegini
dislindirmektedir.

2015 senesinde Hover ve arkadaslarinin yaptigl calismaya gore 3 ayri over
kanseri hiicre hattinda BMP-7 geni, BMP ligandlarindan en fazla (%17) amplifiye olan
gen olarak bulunmustur [91].

Calismalarda farkli sonuglarin bildirilmesi, ayni ligandin kanser tirine bagh
farklh ¢calisabecegini ve BMP ailesindeki gesitli Giyelerin etkisinin esit olmadigi ve ayri
ayri ele alinip galisilmalari gerektigini gdstermektedir. Ayrica, ayni kanser tipindeki
ayni BMP ligandinin, ¢alismaya bagl olarak farkl sekilde ¢alismasi muhtemeldir[84].
Calismalarda sadece bir hlicre hattina dayanan sonuclar ¢ok basit kalip glivenilir
olmayabilir, bu nedenle ¢ok ¢esitli kanser hiicre hatlari veya farkh timor tirleri
kullanilmalidir. Buna dayanarak biz calismamiza hem patoloji arsivinden alinan
parafin bloklardaki over kanseri timor o6rneklerini, hem de SKOV-3 over
adenokarsinom hiicre hattini dahil edip sonuglarimizi dogrulamaya calistik. Fikir
birligi, BMP'lerin kanser gelisiminde hem timor baskilayici hem de onkogen olarak
rol oynayabilecegi yoniindedir [85,86].

Calismamizda ilk defa timor hicrelerinde BMP-2 ve BMP-7
immdinreaktivitleri lenf nodu tutulumu olan ve olmayan yiiksek dereceli over seroz
kanserlerinde karsilagtinldi. BMP-2 giclii  pozitif olarak go6zlenirken, BMP-7
imminreaktivitesi zayif olarak goézlendi. SKOV-3 hiicre hatti hicrelerinde de
sonuclarimizi destekler sekilde BMP-2 immiunreaktividesi gli¢li pozititken, BMP-7
immunreaktivitesinde zayif olarak saptandi. Bu bulgular hipotezimi dogrulamakta ve
BMP-2 ve BMP-7 ifadelerinin ters korelasiyon icinde olduklarini géstermektedir.

BMP-7 immiinreaktivitesi, lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu
orneklerinde lenf nodu tutulumu olan over dokusu érneklerinden daha glicli olarak

saptandi ama bu imminreaktivite farki istatistiksel olarak anlamli degildi. Calisma
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icin segtigimiz gruplar gdz 6nune alininda her 3 grup yiiksek dereceli ser6z over kanser
ornekleri oldugundan, bu durum BMP-7 immiinreaktivitelerinin aralarindaki farkin
anlaml olmamasina sebep olmus olabilir. Karsilastirmalar diisiik dereceli ve yiksek
dereceli over kanserlerde degerlendirildiginde farkin daha anlamli olabilecegi ve
BMP-7 imminreaktivitesini distk dereceli over kanserlerinde daha giicli olabilecegi
dislintlmektedir.

EMT sirecinde aktif rol oynayan bir transkripsyon faktori olan ZEB2, TGF-B
sinyal yolaklarinda gorev almaktadir. Calismalarda ZEB2'nin EMT'yi aktive ederek
timor baslangicl ve gelisiminde anahtar rol oynadigi ve prognozu koti etkiledigi
gosterilmistir. Over kanser hiicre hatlari, OVCAR3 ve SKOV3, lizerinde yapilan
calismada, mir200 artisinin, ZEB1/pSMAD3 yolag lzerinden,ZEB1 ekspresyonunu
azalttigi dolayisi ile de kanser hiicre invazyonunun ve metastazni azalttig
gosterilmistir [63]. Son vyillarda yapilan c¢alismalarda, over kanserlerinde, ZEB2
ifadesinin normalde sitoplazmada lokalize iken invazyon EMT sirasinda, cekirdek
icinde, kanser dokusunun 6n kisminda lokalize oldugu, EMT ve invazyonu arttirdigi
gosterilmistir [62]. Calismamizda ZEB2 imminreaktivitesi, SKOV-3 hiicre hattinda,
Prislei ve arkadaslarinin gézlemleri ile uyumlu olarak hiicrelerin hem ¢ekirdek hem de
sitoplazmasinda gozlendi. Cekirdekte ZEB2 immdiinreaktivitesi izlenen hiicreler
baglantilarini  koparmis uzantilari olmayan daha vyuvarlak hicreler olarak
gorilmekteydi, bu da bu hicrelerin go¢ eden hiicreler olabilecegini
disundirmektedir. Hasta dokularinda ZEB2 lenf nodu tutulumu olan grupta daha
gicli bulundu. Transkripsyon faktori olarak ZEB2 ifalesinin lenf nodu tutulumu olan
grup da daha gticlii olmasi, EMT vyi tetikledigi fikrini desteklemektedir.

Hicreler tutunmaya bagimh olarak buydr, prolifere olur ve hayatta kalirlar
[58]. Bu durumu olusturan ana etmen integrinler ve onlarin hiicre ici sinyal
yolaklaridir. Huicrelerin tutunma bagimliliklarindaki mutasyonlar, onlarin bagimsiz
sekilde goc¢ edip, cogalip; kansere donistimlerine neden olur. Yapilan ¢calismalarda
integrinlerin artisi veya azalmasinin bir¢cok kanser dokusunun invazyon ve
metastazinda rol oynadigl gosterilmistir. Over kanserlerinde yapilan ¢alismalarda;

avf6, B1, a5B1, B4 integrinlerin metastaz ve invazyonda rol oynadiklari gosterilmistir
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[78]. Epitelyal over kanserlerinde B1-integrin artigi kanser hiicrelerinin metastazinda
artis ile iliskilendirilmistir. B1 integrinin inhibisyonunun, hiicre motilitesini azalttig
ayni ¢alismada gosterilmistir [84]. Over kanseri hiicre hatlarinda (HO-8910 ve HO-
8910PM), B1l-integrinin artisi gosterilmistir. Bu integrinin siRNA ile susturulmasinin
apoptozu artirdigl, adhezyon ve gocl azalttig bildirilmistir [85]. Over kanserlerinde
yapilan baska bir calismada, a5B1-integrinin, c-Met/FAK/Src yolagi aktivasyonu ile
metastaz ve invazyonu arttirdigi bildirilmistir [86].

Calismamizda ITG a5 ve ITG B1 lenf nodu tutulumu olan ve olmayan ylksek
dereceli over serdz kanserlerde primer ve sekonder timor odaklari incelendi. TUmor
hiicrelerinde lenf nodu tutulumu olan grupta, over dokusunda integrin
imminreaktivitesinin daha zayif olmasi, timor hiicrelerinin primer odak olan over
dokusundan ayrilmak ve EMT sirecini baslatmak igin integrin baglantilarini
kopardiklari ve dolayisi ile integrin immdinreaktivitesinin daha zayif oldugunu
dislindirmektedir. Sekonder odak olan lenf nodu tutulumu olan lenf nodu
orneklerinde, immiinreaktivitenin glicli olmasi, go¢ eden hiicrelerin sekonder odakta
MET’e ugrayarak tekrar integrin aracihigl ile tutunduklari dolayisi ile integrin
immunreaktivitesinin arttigi seklindedir.

SKOV-3 hiicre hattinda ITG a5 ve ITG B1, genel olarak hiicre uzantilari (izerinde
goc sirasinda olusan lamellipodiyum ve filopodiyumlarda gorildi. ITG B1 baz
hicrelerde periniiklear alanlarda da gézlenmekteydi. Bu alanlarin ¢ekirdek etrafinda
integrin yapiminda goérev alan Golgi kompleksleri olduklari disinilmektedir. Bu
bulguya dayanarak bir sonraki adimda Golgi isaretleyicileri kullanarak integrinlerin

yapim asamalari detaylandirilabilir.
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6. SONUGLAR

Calismamizda lenf nodu tutulumu olan ve olmayan grup da yas ortalamasi
yaklasik 59 olarak saptandi. Gruplar arasinda yas ortalamasinda fark bulunmadi.
Calismamiza dahil edilen gruplardaki, ylksek dereceli over ser6z kanser tanisini
ilk kez alan ve ileri evre (Evre lll ve IV‘e ait) lenf nodu tutulumu olan ve olmayan
hastalarin postmenapozal doneme rastladigi saptandi.

Calismamizda, BMP-2 ile Ui¢ grupta da timor hiicreleri, stromadaki hiicreler ve
damar endotel hiicrelerinin sitoplazmasinda pozitif immunreaktivitesi saptandi.
BMP-2 immdiinreaktivitesi timor hicrelerinde gliclli, stromada zayif olarak
belirlendi. Timor hicrelerinde BMP-2 imminreaktivitesi gruplar arasi
karsilastirildiginda lenf nodu tutulumu olan over dokusu ve lenf nodu
orneklerinde, lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu 6rneklerinden daha
glcli immunreaktivite gozlendi ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,000). BMP-2 imminreaktivitesinin lenf nodu tutulumu olan grupta daha
yliksek saptanmasi over kanserlerinde EMT silireci ve hiicre goglinde roli
olabilecegini distndiirmektedir.

BMP-7 ile yapilan immun isaretlemede, her lg¢ grupta da tlimor hicreleri ve
damar endotelinde zayif, stromadaki infiltratif hiicrelerde gliclii immiinreaktivite
izlendi. Stromada isaretlenen hiicreler; infiltratif hiicreler (makrofaj, lenfosit,
dendritik hiicre), fibroblast veya stromadaki timor hicreleridir. Bu hicrelerin
hangi hiicreler oldugunu saptamak icin hiicre belirtecleri kullanarak daha spesifik
isaretleme sonrasi daha detayli bir yorumda bulunulabilir.

BMP-7 imminreaktivitesi lenf nodu tutulumu olmayan ile olan over dokusu
orneklerinde karsilastirildiginda lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu
orneklerinde daha gicli immiinreaktivite gozlendi, ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildi. Calisma icin sectigimiz gruplar lenf nodu tutulumu
acisindan farkh olsa da tiim gruplardaki 6rnekler metastazi olan yiksek dereceli
ser6z over kanser ornekleridir. Bu durum BMP-7 imminreaktivitelerinin
aralarindaki farkin anlamli olmamasina sebep olmus olabilir. Karsilastirmalar

dusuk dereceli ve yiiksek dereceli over kanserleri veya evre I/1l yiksek dereceliler
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ile evre llI/IV arasinda degerlendirilseydi farkin daha anlamli olabilecegi ve BMP-
7 imminreaktivitesini diisiik dereceli over kanserlerinde daha glicli olabilecegi
dislintlmektedir.

Galismamizin in vivo ve in vitro sonuglarinda timor hiicrelerinde BMP-2 nin gliclii
pozitif olarak gozlenirken, BMP-7 imminreaktivitesinin zayif olarak gézlenmezi
hipotezimizi dogrulamaktadir. BMP-2 ve BMP-7 ifadelerinin ters korelasiyon
icinde olduklarini gostermektedir.

ZEB2 immiunreaktivitesi, her li¢ grupta da timor hicreleri, stromadaki hiicreler
ve damar endotel hiicrelerinin sitoplazmasi ve yer yer cekirdeklerinde pozitif
olarakizlendi. ZEB2 immunreaktivitesi her i¢ grupta da timor hiicrelerinde glgli
ve stromada zayif immiinreaktivite izlendi. ZEB2 immiuinreaktivitesi gruplar arasi
karsilastirildiginda lenf nodu tutulumu olan over dokusuda tiimér hiicrelerinde,
lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu Orneklerinden daha gigli
imminreaktivite gozlendi. Lenf nodu tutulumu olan grubun lenf nodu
orneklerinde de timoér hicrelerinde gli¢li immunreaktivite saptandi. Gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh bulundu (p<0,000). Transkripsyon
faktort olarak ZEB2 ifadesinin lenf nodu tutulumu olan grup da daha gl
olmasi, EMT sirecinde rol aldigi fikrini desteklemektedir.

Calismamizda ZEB2 immiinreaktivitesi, SKOV-3 hiicre hattinda da
immunohistokimya sonuglarimizla uyumlu olarak hiicrelerin hem ¢ekirdek hem
de sitoplazmasinda gozlendi. Cekirdekte ZEB2 immidinreaktivitesi izlenen hiicreler
baglantilarini koparmis uzantilari olmayan daha yuvarlak hiicreler olarak
goriilmekteydi, bu da bu hiicrelerin gé¢ eden hiicreler olabilecegini
disltndirmektedir.

ITG a5 ve ITG B1 immiinreaktivitesi, G¢ grupta da timor hiicreleri membraninda
ve damar endotel hiicrelerinde pozitif olarak gézlendi. ITG a5 immunreaktivitesi
Uc¢ grupta da timor hicreleri ve stromada orta siddette pozitif olarak izlendi.
Tumor hicrelerinde ITG a5 imminreaktivitesi gruplar arasi karsilastirildiginda
lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu érneklerinde, lenf nodu tutulumu olan

over dokusu orneklerinden daha gliclii immiinreaktivite saptandi ve bu fark
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istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Lenf nodu tutulumu olan over
dokusu ornekleri ve lenf nodu tutulumu olan lenf nodu o&rnekleri
karsilastirildiginda, lenf nodu 6rneklerinde tiimér hiicrelerinde daha gliglt ITG a5
imminreaktivitesi saptandi, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

ITG B1 immunreaktivitesi U¢ grupta da timor hicrelerinde gigli ve stromada
zayif olarak izlendi. Tumor hiicrelerindeki ITG B1 immdinreaktivitesi gruplar arasi
karsilastirildiginda lenf nodu tutulumu olmayan over dokusu 6rneklerinde, lenf
nodu tutulumu olan over dokusu dérneklerinden istatistiksel olarak daha gii¢lii ITG
B1 immunreaktivitesi saptandi (p<0,000). Lenf nodu tutulumu olan over dokusu
ornekleri, lenf nodu 6rnekleriile karsilastirildiginda, lenf nodu érneklerinin timoér
hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli daha gi¢li ITG Bl immunreaktivitesi
saptandi (p<0,000).

Cahsmamizda ITG a5 ve ITG B1 lenf nodu tutulumu olan ve olmayan yiksek
dereceli over serdz kanserlerde primer ve sekonder timor odaklari incelendi.
Timor hicrelerinde lenf nodu tutulumu olan grupta, over dokusunda integrin
immunreaktivitesinin daha zayif olmasi, timor hiicrelerinin primer odak olan
over dokusundan ayrilmak ve EMT sirecini baslatmak icin integrin baglantilarini
kopardiklari ve dolayisi ile integrin imminreaktivitesinin daha zayif oldugunu
dislindirmektedir. Sekonder odak olan lenf nodu tutulumu olan lenf nodu
orneklerinde, imminreaktivitenin glgli olmasi, go¢ eden hiicrelerin sekonder
odakta MET’e ugrayarak tekrar integrin araciligi ile tutunduklari dolayisi ile
integrin immunreaktivitesinin arttigi seklindedir.

SKOV-3 hiicre hattinda ITG a5 ve ITG B1, genel olarak hiicre uzantilari tizerinde
goc sirasinda olusan lamellipodiyum ve filopodiyumlarda gorildi. ITG 1 bazi
hiicrelerde perintiklear alanlarda da gozlenmekteydi. Bu alanlarin cekirdek
etrafinda integrin yapiminda goérev alan Golgi kompleksleri olduklar
diuslintlmektedir. Bu bulguya dayanarak bir sonraki adimda Golgi isaretleyicileri

kullanarak integrinlerin yapim asamalari detaylandirilabilir.
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