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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

CESITLi BOR MINERALLERININ GOGUS VE AKCiGER KANSER
TURLERI UZERINE ETKILERININ /N VIiTRO OLARAK ARASTIRILMASI
Tugba TUNCAY

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Emel ERGENE
2011, 89 sayfa

Son yillarda bor giderek artan bir 6neme sahiptir. Calismamizda, borik asit,
sodyum perborat ve diamonyum tetraboratin akciger ve meme kanserlerine olan

sitotoksik ve apoptotik etkileri in vitro yontemlerle arastirilmigtir.

Bor bilegenlerinin sitotoksik etkilerini saptamak amaci ile MTT ve Notral
kirmizis1 alimi testi uygulanmistir. Mitokondriye bagli apoptoz mitokondri zar
gecirgenligi testiyle, bor tlirevlerinin DNA kirilmasi {iizerindeki etkileri DNA
fragmentasyon belirleme yoOntemiyle tespit edilmistir. Kaspaz 3 ve 8 enzim

aktivasyonlarinin dl¢lilmesiyle kaspaz yolaklar1 analiz edilmistir.

Sonug olarak, akciger kanseri iizerinde en yliksek apoptotik etkiye borik asitin
yol actig1 gézlenmistir. Sodyum perborat ve borik asit’in meme kanseri hiicrelerini de

etkili bir sekilde apoptoza sevkettigi saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Bor, akciger kanseri, meme kanseri, apoptoz
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ABSTRACT

Master of ScienceThesis

INVESTIGATION THE EFFECT OF SOME BORON COMPOUNDS ON LUNG
AND BREAST CANCER IN IN VITRO
Tugba TUNCAY
Anadolu University
Graduate School of Sciences, Department of Biology

Moleculer Biology Program

Supervisor: Yrd. Do¢.Dr. Emel ERGENE
2011, 89 pages

In recent years, boron has a growing importance. In our study, we investigated
the cytotoxic and apoptotic effects of boric acid, sodium perborate and diammonium

tetraborate on lung and breast cancer cell lines using in vitro methods.

To determined cytotoxic effects of boron compounds, the MTT and Neutral Red
Uptake assays was performed. Apoptosis depend on mitochondria was determinated by
mitochondrial membrane permeability assay. Caspase pathway was analysed by
measuring Caspase 3 and caspase 8 enzymes activations. Effect of the boron derivatives

on DNA breakage was determinated by DNA fragmentation assay.

Our experiment suggest that highest apoptotic effect on lung cancer caused by
the boric acid and sodium perborate and boric acid induced apoptosis on breast cancer

cells, effectvely.

Keywords: Boron, Lung cancer, Breast cancer, Apoptosis.
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TESEKKUR

Deneysel caligmalarim ve lisansiistii egitimim siiresince, her tiirlii destegi saglayan, zor
anlarimda anlayis ve tesvik edici tutumlariyla beni motive eden ¢ok degerli hocam,
danigmanim Sayin Yrd. Do¢. Dr. Emel ERGENE’ ye en icten tesekkiirlerimi sunmay1

bir borg¢ bilirim.

Bilgi ve tavsiyelerinden yararlandigim degerli hocam Hiilya SIVAS’a, laboratuarda ve
deneylerimin yapilmasi asamalarinda gostermis oldugu yardimlardan dolay1 Selda
ARICELIK ARSLAN, Murat KAYA ve Beklem BOSTANCIOGLU’na, tesekkiir

ederim.
Tez calismalarimin devamlilig1 icin gerekli olanaklardan faydalanmami saglayan tiim
Biyoloji boliimiine ve Hocalarima tesekkiirlerimi sunarim. Lisansiistii egitimim

sirasinda her zaman yanimda olan tiim arkadaslarima sonsuz tesekkiirler.

Calismalarim esnasinda annem, babam ve kardesimden gormiis oldugum destekten

dolay1 kendilerine ayrica tesekkiir ederim.

Tugba TUNCAY
Agustos, 2011
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1. GIRIS VE AMAC

Yasam dongiisii icerisinde, insan ve diger canlilar i¢in dogal kaynaklarin 6nemi
goz ard1 edilemez. ilk ¢aglardan bu yana, insanlar yasamlarini daha fonksiyonel hale
getirmek icin dogal kaynak olan madenlerden faydalanmislardir. Oyle ki; insanoglunun
yasadigt  devirler kullandiklar1 madenlere gore isimlendirilmistir.  Dogal
madenlerimizden biri olan bor ise; cam sanayisinden temizlik sanayisine kadar ¢ok
genis bir yelpazede kullanim alanina sahiptir.

Maden kaynaklar1 iilkelere hem politik hem de ekonomik bazi avantajlar
saglamaktadir. Tiirkiye bor kaynagi bakimindan diinyanin en biiyiik rezervine sahiptir
ve diinya toplam rezervinin % 72’1 Tiirkiye’de bulunmaktadir (Buluttekin 2008, Parks
ve Edwards 2005). Tiirkiye sahip oldugu bu oran sayesinde bor konusunda diinya’da
stratejik bir dneme sahiptir. Sonug olarak; Tirkiye diinya bor iiriinlerinin en biiyiik
tireticisidir (Woods 1994).

Gilintimiizde kanser tedavisinde; cerrahi miidahale, kimyasal tedavi
(kemoterapi), immiinoterapi, gen terapisi, 1sin tedavisi (radyoterapi) ve bunlarin
yaninda, destek amagli alternatif tip adi altinda g¢esitli tedaviler kullanilmaktadir.
Kemoterapinin asil amaci; hastalikli olan hiicreleri yok etmek olsa da, kullanilan
ilaglarin etkileri sadece hastalikli hiicrelerde olmayip, ayn1 zamanda saglikli hiicreleri de
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu durum, tedavi sirasinda hastanin yasam kalitesine
olumsuz etkilemektedir. Diger bir zorlayici faktor ise; kanserli hiicrelerde siirekli olusan
mutasyonlar sonucu, ilaca karsi direng gelistirmesidir. Sonug¢ olarak; ilag
hammaddelerinin molekiiler seviyede arastirilmasi, bu olumsuz etkilerin {istesinden
gelinmesi acgisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Arastirmamizda, ¢esitli bor maddelerinin, insan akciger adenokarsinoma
(A549) ve meme kanseri (MCF7) hiicreleri tizerine etkilerinin sitotoksik ve apoptotik
olarak belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla; borik asit, sodyum perborat ve
diamonyum tetraborat’in ¢esitli konsantrasyonlari ile her iki hiicre hattinda sitotoksisite
testleri uygulanmis ve hiicrelerin yaklasik yarisinin hayatta kaldigi konsantrasyon (ICso;
Inhibited Concantration)’lar belirlenmistir. Ardindan; belirlenen 1Cs

konsantrasyonlarindaki bor bilesenleri besiyerine ilave edilmis ve 48 saat boyunca
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apoptotik etkileri gozlemlenmistir. Bor bilesenlerinin hiicrelerdeki apoptoz yolaklarina
etkisinin aydinlatilabilinmesi amaciyla, mitokondri zar gecirgenligi testi uygulanmus,
kaspaz 3 ve 9’un aktivasyonu Olciilmiis ve apoptoz sirasinda olusan DNA kiriklari

agaroz jel elektroforeziyle degerlendirilmistir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Bor’un tarihcesi

Babil uygarliginin 4000 y1l 6nce Uzak Dogu’dan boraks ithal ettigi ve altin
isletmeciliginde kullandig1 bilinmektedir. Misir ve Mezopotamya uygarliklarinin tipta
ve Ozellikle mumyalamada, Cinlilerin porselen cilalanmasinda boraks kullandiklari, eski
Yunanlilarin ise temizlik maddesi olarak kullandiklar1 belirtilmistir (Fail ve ark. 1989).
Boraks’in ilk kaynaginin Tibet golleri oldugu diistiniilmektedir (Woods 1994). Sekizinci
ylizyilda, Orta Asya’da bulunan goéllerden cesitli bor iceren tuzlar, Mekke ve Medineli
Arap tiiccarlar tarafindan Avrupa’ya getirilmistir. Avrupali kuyumcular tarafindan
boraks’in kullaniminin 12. ylizyil’a kadar dayandigi bilinmektedir (Garret 1998).

Cok eski zamanlardan beri kullanilmasina karsin bor, saf olarak ilk kez 1808
yilinda, Fransiz kimyager Joseph Gay-Lussac ve Baron Louis Thenard tarafindan elde
edilmistir. italya’nin Toscana kentindeki sicak sularda bulunan bor oksit, potasyum ile
isitilarak laboratuar sartlarinda saflagtirilmistir (Zeki 1985). Bor’un Tiirkiye’deki
gecmisi Romalilara kadar uzanmaktadir. 11k borat yatagi, Bandirma’nin giineyindeki
Sultangayir Pandermit yataklaridir ve tahminlere gore 13. ya da 14. yiizyildan beri
isletilmektedir (Garrets 1998).

Bor madenciligi, 1865 yilinda “Compaigne Industrialle des Mazures” sirketi
tarafindan Susurluk ilgesinin 9 km giineyinde, Aziziye koyiindeki yatakta baslatilimis
daha sonra bu bor madeni devlete devredilmistir. 1969 yilinda, ETIBANK maden
isletmesinin yaptig1 sondaj caligmasiyla ortaya ¢ikan maden rezervinin 480 milyon
tonun lizerinde bir degere sahip oldugu anlasilmistir. Boylece, Bandirma ve Kirka’da,
temel bor bilesikleri iireten ilk tesisler kurulmus ve diinyanin sayili bor yataklarinin

basina ge¢cmistir (Dogan ve ark. 2005).
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1.1.2.Bor elementi

Periyodik tabloda “B” semboliiyle gosterilen bor, 3A grubunun ilk ve en hafif
tiyesidir (Naghn ve Mofid 2008). 150’den fazla mineralin bilesiminde yer almasina
ragmen, dogada serbest halde bulunmamaktadir (Alkan 1985). Borun atom numarasi 5,
atom agirlig 10,81, 6zgiil agirhig: 2,84 gr/cm3 ve ergime noktasi 2348 Kelvin’dir (Pahl
ve ark. 2005). Elementin amorf bir toz halindeki rengi, koyu kahverengidir ve sert
yapihidir. Kristal haldeki bor ise; hafiftir, serttir ve ayni zamanda 1siya ve ¢izilmeye
kars1 dayaniklidir. Ayrica; oda sicakliginda zayif, yliksek sicaklikta iyi iletkendir, rengi
ise sarims1 kahverengidir (Coolbaughve ark. 2006). Dogada en ¢ok Borat ve Borik asit
halinde, volkanik kayalarda, kaynak sularinda ve toprakta degisik yogunluklarda
bulunmaktadir (Dieter 1994).

Bor elementinin lityum, berilyum gibi hafif elementler ile birlikte Bing Bang
patlamasi sonucunda olustugu kabul edilmistir. Yer kabugunda 51. yaygin element
olarak % 0,0003’liik oranla, boratlar ve borosilikatlar halinde yer almaktadir (Bolafios
ve ark. 2004). Buna karsilik, Atmosfer, Litosfer (magmatik taslar), Hidrosfer (deniz gol,
irmak maden sular1) ve Biyosferde (insan hayvan ve bitkiler) bulunmaktadirlar (Ozkan
ve ark. 1997, Kot 2008). Bor yataklarinin neredeyse tamami yanardag etkinliginin
yiiksek oldugu golsel ortamlarda bulunmaktadir (Parks ve Edward 2005). Borat
yataklar1 ise volkanik etkinliklerin fazla oldugu kurak / yar1 kurak havzalarda
olusmaktadir (Coolbaugh 2006). Borun diger bir olugma bi¢imi ise; magmanin
yeryliziine dogru yiikselirken kristallesmesi siirecidir. Bu tiir olusumda bor, kayaci
olusturan minerallerin kristal yapisina girmeyerek, sogumakta olan magma
kristallesirken disar1 salinan su ile birlikte kayact terk eder (Sayli 2003).

Ulkemiz diinya bor rezervinin % 72’sine sahiptir ve iilkemizi sirasiyla; ABD,
Arjantin, Peru, Rusya ve Cin izlemekledir. Uretim acisindan ise {ilkemiz islenmis ve
ham bor iiretiminde ABD’ye yaklasmis olsa da bor cevheri kullanilarak elde edilen
tirtinlerin dis ticaretinde oldukca gerilerde kalmaktadir (Bakkalc1t 2007). Buna karsilik,
Tirkiye’nin bor rezerv émrii 412 yil iken ABD’de bu siire 76 yildir. Tirkiye’deki bor

yataklar1 Marmara ve i¢ Anadolu’nun bir kismin1 kapsamaktadir. Baslica Balikesir ve
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Kiitahya’da olmak iizere, Bursa ve Eskisehir illerinde zengin bor yataklar1 mevcuttur.
Ticari olarak Tirkiye’deki bor yataklarinda bulunan 6nemli bor mineralleri, boraks
(tinkal), kernit, pandermit, iileksit, propertit, kolemanit ve hidroborasittir (Buluttekin
2008).

1.1.3. Bor’un endiistriyel kullanim alanlari

Bor elementi, diger elementlerle yaptig1 farkli bilesiklerin sahip oldugu farkl
ozelliklerinden dolayi, ¢ok cesitli alanlarda kullanilmaya baglanmistir. Bor; fiber optik,
cam, seramik, askeri zirhli ara¢ ve elektrik iiretiminde kullanildigi gibi; elektronik,
bilgisayar, iletisim, metaliirji teknolojilerinde, insaat, ¢imento, otomotiv, tekstil, enerji,
niikleer sanayiler gibi yaklasik 250 civarinda endiistriyel alanda da kullanilmaktadir.

Saglik alaninda; osteoporoz, alerjik hastaliklar, psikiyatri, artirit, menopoz,
beyin kanserlerinin tedavisi ve antiseptik {riin gelistirilmesi gibi genis bir yelpazede
kullanilmaktadir (Dordas ve Brown 2005). Bor’un sahip oldugu 2 farkli izotop olan '°B
ve ''B notron emici 6zellige sahiptir. Molekiillerin ii¢ boyutlu yapilarmi inceleyerek
hastaligin asamalarin1 belirlemek amaci ile Niikleer Manyetik Rezonans (Nuclear
Magnetic Resonance; NMR) aragtirmalarinda kullanilmaktadir (Haner ve Keifer 2009).

Bor yanici bir madde olmasina karsin, tutusma sicakliginin yiiksek olmasi
sebebiyle yanmay1 geciktirici madde yapiminda kullanilmaktadir. Borun ergime
sicakligi 2076 °C istiinde olmasi ve okside olmasi sebebiyle, borik asit ve boratlar,
seliilozik maddelere ve atese karst dayaniklilik saglarlar (Lyday 2005). Yandiginda,
cevreyi kirletmemesi ve kati iirlin agiga ¢ikarmasindan dolayi, kati yakit hiicresi olarak
kullanilabilmektedir. Malzemelerin dayanikliligini arttirmak igin, plastik ve metallerle
bor telleri kullanilir. Ayrica bor izotoplari, elektronlarn1 1iyi bir sekilde
absorblayabildiginden, ndtron detektorii olarak da kullanilmaktadir (Buluttekin 2008).

Sekil 1.1.de borun kullanim alanlar1 yiizdelik dilimler halinde gdsterilmistir.



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Bar'un Kullarum Alanlan

0,1%.

Seramik Sanayisi;

Yangin Séndiricu;
4%

Tarim; 4%

Sabun ve Deterjan \
Oretimi; 6,50%

Sekil 1.1. Borun kullanim alanlar1 (Park ve Edwards 2005’ten uyarlanarak hazirlanmugtir.)

Bor minerallerinin sahip oldugu kimyasal 6zelliklerinden dolayi, tiiketildigi
alanlardan bir tanesi cam sanayisidir. Ergimis halde olan cama katilan bor sayesinde
akigkanlik yiikseltilmekte, bdylece liriiniin dayanikliligi ve 1stya karsi olan toleransi
artirtlmaktadir (Park ve Edwards 2005). Borosilikat camlar, cam yiinii ve tekstil tipi
cam elyafi iiretiminde oldukc¢a yaygin kullamlmaktadir. Ozellikle cam elyafi sektorii
diinyada bor kullamminin % 50’sini kapsamaktadir (Jensen 2008). Uleksit ve borat
pentahidrat, cam yiinli olarak, 1s1 ve ses yalitimi i¢in insaat sektoriinde kullanilirken
kolemanit ve borik asit ise cam elyafinda bozunmaya karsi direngli oldugu igin tekstil
sektoriinde kullanilmaktadir (Jensen 2008 ve Marshall 2007).

Bor dirlinleri seramik endiistrisinde, g¢ogunlukla seramik sir1 ve emaye
yapiminda kullanilmaktadir. Yiizey kaplama alaninda, bor {riinlerinin baglayici
ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Boratlar, camin akiskanligini ve yiizey gerilimini
diistirerek, sirlarin hizli iiretilmesinde, diizgiin bir yiizeyin olusmasinda ve goézenek
boyutu azaltilarak daha yogun bir kivam elde edilmesinde kullanilmaktadir (Grahl
2004).
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Deterjan  endiistrisinde  agartict  olarak  kullanilan sodyum perborat
(NaBOs3) aktif bir oksijen kaynagidir ve oldukga etkilidir (Parks ve Edwards 2005).
Ayrica mikrop Oldiiriicii  etkisinden dolayi, sabun ve deterjan yapiminda
kullanilmaktadir (Marcel 2010).

Atom reaktorlerinde borlu celikler, bor karbiirler ve titanbor alasimlari
kullanilir. Yaklasik her bir bor atomu bir ndtron absorbe etmektedir.
Atom reaktorlerinin - kontrol sistemlerinde bor kullanilir. Ayni1 zamanda, niikleer
atiklarin depolanmast i¢in kolemanit kullanilmaktadir. Bor kisa yar1 6mrii ve radyoaktif
olmayan Ozelliginden dolayi, niikleer uygulamalarda ¢ok kullanilmaktadir (Grilic ve
Jersan2002).

Son caligmalar sayesinde, bor yeni bir kullanim alan1 kazanmistir. Sodyum
boronhidrat’in suda ¢oziinmesi ile sivi borax ve hidrojen gazi iiretilmekte ve olusan
hidrojen gazi, suyu elektrige cevirmekte kullanilmaktadir (Parks ve Edwards 2005).

Bor, bitkiler i¢in toprakta bulunmasi gerekli baslica 16 elementten biri olup,
bitkilerin bilinyesinde besinlerin ve suyun tasinmasina yardimct olur. Bitkilerin
bliylimesinde, gelismesinde, iiriin vermesinde Onemli rol oynamaktadir. Sodyum
pentaborat gibi bor mineralleri, tarimda giibre olarak mikro besleyici adi altinda
kullanildig1 gibi zararli otlarin temizlenmesinde de yiiksek konsantrasyonlarda

kullanilabilmektedirler (Thellier ve ark. 2001, Gal 2003).

1.1.4. Saghk alaninda bor kullanimi

Bor elementinin insan, hayvan ve bitkiler {izerine etkisi aragtirilmaktadir ve her
gecen glin ¢ok sayida yararli ya da zararh etkileri ortaya konmaktadir. Bor, igme
sulartyla viicuda alindig1 gibi ¢evresel etkenlerle de bor’a maruz kalinmaktadir. Daha
onceden de anlatildig1 iizere, bor ¢ok genis ¢apta kullanilmaktadir. Giinliik hayatimizda
deterjandan kozmetige, giibrelemeden pestisitlere kadar bir¢ok alanda bor elementiyle
kars1 karsiya kalmaktayiz.

Ozellikle 1992 yilinda, ABD’de Cevre koruma Ajansi (EPA), igme suyu

sagligl icin borun Onemli bir bilesen oldugunu duyurduktan sonra, basta Birlesik
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Devletler olmak iizere biitiin diinyada bor maddesine olan ilgi artmistir. Park ve
Edwars’in 2005 yilinda yayimladiklar1 makaleye gore, giinliik icme suyu igerisinde 0,6
mg/L bor tavsiye edilen miktar olmustur (Parks ve Edwards 2005). Buna karsilik,
giinlik yasantimizda aldigimiz bor miktar1 literatiirde belirtilen kesin miktarlardan
degisiklik gosterebilmektedirler (Dogan 2005). Bunun sebebi kisilerin yasadigi cografya
ya da yasam tarzlar ile iligkili olmalidir.

2009 yilinda Cin’de yapilan bir c¢alismada, igme suyu kaynaklarinda ve
siselenmis sularda ki bor miktarlar1 degerlendirilmistir. Ozellikle bor elementinin
kullanildig1 sanayi alanlarinda, igme suyu kaynaklarindaki ¢oziinmiis bor elementinin
diger iilkelerle yakin derecelerde yaklasik 1.28 mg/L oldugu gézlemlenmistir. Yapilan
calismada, icme suyundaki bor miktariin herhangi bir saglik sorununa sebep olmadig:
belirtilmistir (Jixu 2009).

1995 ve 2005 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada, bor kullaniminin akciger
kanserli bayanlar {izerinde olan etkisi arastirilmistir. 763 kadin hasta ve 838 saglikli
kontrol grubu iizerinde calisilmistir. Diyet bor aliminin akciger kanseri ile iliskili
oldugu belirtilmigtir (Mahabir 2008). Baska bir calismada ise, sindirim yolunda borik
asit’in viicutta emiliminin arastirilmasinda verilen diisiik dozdaki borik asit’in % 90'dan
fazlasinin 96 saat icerisinde bobreklerden atildigi saptanmistir (Velioglu 2003).

Borun toksik etkilerinin arastirildigi bir calismada; giinliik 15-30 g boraks veya
2-5 g borik asit dogrudan alindiginda akut etki gozlemlenirken, giinliikk 5 g boraks veya
3 g borik asit dogrudan alindiginda kronik etkinin ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (Moseman
1994). Insanlarda bor toksititesinde gdzlenilen belirtiler; bulanti kusma, bas agrisi, sok,
halsizlik, sindirim sistemi bozukluklar1 ve cilt lezyonlar1 olarak belirtilmistir (Velioglu
2003 ve Dogan 2005).

Gl bitkisinin hiicrelerinden elde edilmis siispansiyon kiiltiirde yapilan in vitro
bir ¢alismada; bor eksikliginin bitkiler tlizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Hiicre
canlilifi, medyum pH’s1 gibi c¢esitli biyokimyasal parametreler Olciilmiistiir. Sonug
olarak; bor eksikliginin 24 saat gibi kisa bir siirede dliime yol ac¢tig1 gbzlemlenmistir
(Dordas ve Brown 2004).

2010 yilinda yaymmlanan bir c¢alismada, borik asit ve boraksin fareler

tizerindeki antioksidan aktivitesi, DNA hasar1 ve baz1 vitamin diizeyleri incelendiginde;
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borik asit’in DNA hasarin1 azalttigi, kandaki protein karbonilpotent (PCO)’1,
karacigerde GSH’1 ve ayrica, bobrekte katalaz aktivitesini diisiirdiigli gézlemlenmistir.
Buna karsilik plazmadaki vitamin C miktar1 da artmustir (ince 2010).

2009 yilinda yapilan bir calismada, borun kemik hiicrelerine olan etkileri hiicre
canliligl, proliferasyon, yoniinden incelenmistir. Bunun ic¢in bor’un farkh
konsantrasyonlar1 hiicrelere verilmis ve 14 giin boyunca degerlendirmeye alinmistir.
Sonug olarak; molekiiler seviyede borun kemik metabolizmasinda énemli rol oynadigi
belirtilmistir (Hakki 2010).

Diisiik dozlardaki borun fareler ve kopekler iizerine uygulanmasi sonucu,
sperm sayisinda azalma gdzlemlenmistir. Insanlar iizerinde de benzer olarak bir calisma
yapilmistir. Bunun i¢in bor madeninde calisan yaklasik 1000 erkek is¢iye giinde 31,3
mg bor, kontrol grubuna ise 4,25 mg bor verilmistir. Sonu¢ olarak; kan, semen ve
idrarlar1 {lizerine yapilan calismada; deney grubundaki 945 is¢inin analiz sonuglarinin
kontrol grubundaki 249 kisiden farkli olmadigi goriilmiistiir. Laboratuardaki deney
hayvanlarinin aksine, bor madeninde ¢alisan iscilerde borun herhangi bir toksik etkisi
gozlemlenmemistir (Sciali 2010).

Diger bir ¢alisma da; giiclii bir akciger ve karaciger karsinojeni oldugu bilinen
aflotoksinin, tarim iriinlerindeki kontaminasyonun olusturdugu zararlar1 6nlemek igin,
aflotoksin’e maruz kalmis insan kan kiiltiirlerine borik asit uygulanmistir, aflotoksin’le
zarar gormiis kan hiicrelerinde, borik asit’in tedavi edici etkisinin oldugu
gozlemlenmistir. Boylece, hedef dokudaki aflotoksin zararlarinin Onlenip, iyilesme
stiresinin kisaldig1 goriilmiistiir (Geyikoglu ve Tiirkez 2008).

Berkeley Universitesinde yapilan bir ¢alismada; besinlere bor ilavesinin, kemik
yogunlugu, beslenme, kan ve idrar iizerine etkileri bayan atletlerde incelenmistir.
Caligma 17 atlet ve 11 kisilik kontrol grubuyla stirdiiriilmiistiir. Bir yillik bir ¢alismanin
sonucunda, atlet grubunun kemik yogunlugunda artis goézlemlenmistir. Kontrol
grubunun kemik yogunluklarinda hafif bir azalma gozlemlenmistir. Bu calismayla;
kemik bozukluklarmin dnlenmesinde ve tedavi edilmesinde bor’un kullanilabilecegi
gosterilmistir (Meacham ve Hunt 2001). Yapilan bir baska calismada; bor takviyesinin
steroit hormon yapimi iizerine olan etkileri arastirilmistir. Bor’un insan ve hayvanlarda,

steroit hormon konsantrasyonunu artirdigi, bdylece de; osteoporoz gibi kronik
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hastaliklarin 6nlenmesinde ipuglar1 verebilecegi belirtilmistir. Sonug¢ olarak; bu tip
hastaliklar {izerine bor’un koruyucu bir potansiyele sahip oldugunu belirtmistir (Naghu
ve Mofid 2008).

Saglik alaninda bor’un, 6zellikle borik asit’in, kullanim1 oldukg¢a yaygindir.
Bor, kanser tedavisinde Bor Notron Yakalama Terapisi (Boron Neutron Capture
Therapy; BNCT) adi verilen bir tedavi yonteminde kullanilmaktadir. Tedavi; normal
dokulara asir1 radyasyon vermeden, timdr hiicreleri hedef alinarak uygulanabilen bir
tedavi ¢esididir (Wang ve ark. 2010). Yontem basit bir temele dayanmaktadir. Kararl
olan B'?izotopuna bir notron kaynag: tarafindan diisiik enerjili nétronlar 1sinlandiginda,
Helyum-4 ve Lityum-7 cekirdekleri meydana gelmektedir. Bu yiiksek enerji yiiklii
pargaciklar, timdr hiicresine tiim enerjilerini birakirlar. Boylece, direkt DNA’ya zarar
vererek hiicrelerin yeniden ¢ogalmasina engel olurlar (Kamida ve ark. 2007). Sodyum
merkaptodekahidrodedekaborat, sodyum merkaptaborat (Na;B;,H;;SH), borokaptat
(BSH) ve 4P dihidroksiborilfenilalanin (BPA) giiniimiizde BNCT yonteminde sikca
kullanilmaktadir (Yanagié ve ark. 2008). Son yillarda yapilan bir ¢calismada; boron fenil
alanin araciligi ile kotli huylu beyin tiimorlerine BNTC uygulanmis ve basart saglandigi
belirtilmistir (Kankaanranta ve ark. 2011). Tibbi fizikgiler, radyobiyologlar, kimyagerler
ve miihendisler tarafindan c¢ok disiplinli bir ¢aligmayla, timor hiicrelerine yonelik
uygun bor bilesiklerinin ve ndtron kaynaklarinin @ segilmesi arastirilmaktadir
(Sauerweinave Zurlob 2002).

Insan oral skuamoz kanserinin BNCT’ye olan cevabmin arastirildigi bir
calismada; BNTC’nin oral skuaméz kanseri iizerinde engelleyici etkisinin oldugu
saptanmistir. Calismada, kanserli hiicrelere gonderilen bor izotopunun hiicre dongiisiinii
G, ve G; kontrol noktalarinda durdurdugu ve boylelikle, hiicreyi apoptoza gotiirdiigii
belirtilmistir ( Kamida ve ark. 2007).

Bor'un '°B izotopu, 1sinlar ile birlikte, insan melanoma hiicre hattinda
kullanilmigtir.  Yapilan bu in vitro calismada, bor iyonlar1 ile birlikte yapilan
radyoterapide cok gii¢lii etki gézlenmistir (Meijer ve ark. 2005). BNCT bir¢ok kanser
tedavisinde arastirilmis ve kas (Andoh ve ark. 2011), kolon (Dagrosa ve ark. 2011) ve
melanoma kanserleri (Kabalka ve ark. 2003) iizerine yapilan ¢alismalarda, BNCT nin

etkili oldugu belirtilmis ve olumlu sonuglar gézlemlenmistir.
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1.2. Deneylerde Kullanilan Bor Bilesikleri

1.2.1. Borik asit

H3;BO; seklinde gosterilen borik asit’in 6zgiil agirligi 1.435 g/mol olup, molekiil
agirhigr 61,84 ve erime noktast 170.9 °C dir (Zeki 1985). Borik asit suda zayif bir
¢oziiniirliige sahiptir (5,5 g / 100 ml 25 °C ). Sicaklik artisi ile sudaki ¢oziinebilme
yeteneginin arttig1 belirtilmistir (Parks ve Edwards 2005).

Borik asit’in bir¢ok endiistri dalinda sik kullanilan bir bilesik oldugu daha
onceden de vurgulanmistir (Zeki 1985). Serbest halde yeralt1 su buhar1 kaynaklarinda
¢cozlinmiis halde bulunabilir. Saf haldeki borik asit’in rengi beyaz, saydam, parlak ve
altigen seklindedir (Parks ve Edwards 2005). Orta, meta ve tetra olmak iizere 3 tip
borik asit olmasina karsin, ticari dneme sahip olan tiirli sadece orta borik asittir (Tiirkez
2007). Cam sanayi, Emaye ve sir yapiminda, dis macunlari, géz temizleyiciler gibi
cesitli alanlarda direkt olarak kullanilmaktadir (Jensen 2009).

Viicuda alindiginda, oldukg¢a hizli bir sekilde emilmekte ve pasif difiizyon yolu
ile viicutta yayilmakta ve idrar yolu ile atilmaktadir (Qureshi ve ark. 2001). Borik asit,
kanser arastirmalarinda kullanilmis ve prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu

durdurdugu belirtilmistir (Barranco ve Eckhert 2004).

1.2.2. Sodyum perborat

Sodyum perborat, ilk kez 1898 yilinda Tanatar tarafindan bulunmustur. Boraks
ve NaOH igeren ¢ozeltinin elektrolizi sonucu elde edilmistir (Tanatar ve Ceperley
1898). Tiirkiye’de sodyum perborat, ETIBANK 1n sodyum perborat tesislerinde, ham
madde olarak tinkal konsantresi, hidrojen peroksit ve sodyum hidroksit’ten
tretilmektedir. NaBOs; ile gosterilen sodyum perborat, beyaz renkli kolay
kristanellenebilen bir tuzdur. Molekiil agirhigr 153,88 g/mol’dur. Sodyum perborat

monohidtartin kesin bir erime sicakligi bulunmamaktadir (Kocakusak ve ark. 1998).

10
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Aktif oksijen igerigi sebebi ile hizla ¢oziinebilmekte ve deterjan basta olmak lizere, cam

elyafi, tekstil ve kozmetik sektorlerinde kullanilmaktadir (Parks ve Edwards 2005).

2002 yilinda yayinlanan arastirmada; sodyum perborat’in aktif oksijen yetenegi
sayesinde, deterjanlarda kullanildig1 fakat hi¢bir mutajenite testinin yapilmadigi
belirtilmis. Bunun iizerine, Salmonella suslar1 ve Chinese Hamster kobay hayvanlari
tizerinde ve in vitro ortamda yapilan ¢alismalarda; sodyum perborat’in, 6zellikle nokta

mutasyonu olmak iizere mutajenite gosterdigi tespit edilmistir ( Seiler 1989 ).

1.2.3. Diamonyum tetraborat

Diamonyum tetraborat, (NH4)2B4O; formiilii ile gosterilmekte olup, molekiil
agirhigr 263.37 g/mol, 6zgil agirligr 1.58 g/mol olarak belirlenmistir. Kolayca suda
coziinmektedir. Cozeltinin pH’s1 8,8°dir ve konsantrasyondan bagimsizdir. Bu bilesik
olduk¢a kararsizdir (Janda 1981). Aga¢ malzemelerin yanmaya karsi direncinin

artirilmasi amaci ile yaygin olarak kullanilmaktadir (Colak 2005).

1.3.Kanser

1.3.1. Tanim1 ve molekiiler biyolojisi

Hiicreler, bir birey gibi dogar biiyiir, islevlerini yapar ve ekosistemin dengede
kalmasini saglamak i¢in Sliirler. Biitiin bunlar1 yapabilmek i¢in, hiicreler topluluk i¢cinde
yasamaya ve kurallara uygun hareket etmeye gore kodlanmislardir. Etraflarim
cevreleyen sinyal yolaklar ile islevlerini ve hayat dongiilerini diizenlemektedirler. Cok
hiicreli canli gruplarinda; hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve canliliginin devami gibi
sistemler siirekli bir denge igerisinde gergeklesir, fakat kanserli hiicrelerde bu denge
kaybolur (Ullah ve Aatif 2008).

Kanserin bu caga ait bir hastalik oldugunu diistinmek yanlistir. Kanser
hakkindaki ilk bilgiler, Misirda milattan 6nce 1600 yillarinda yazildigi diisiiniilen,

“Edwin Smith papiriisiinde”, travma cerrahisinin anlatildig1 eski bir misir ders kitabinda

11
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yeralmaktadir. Insan mumyalar1 ve eski el yazmalarinin incelenmesi sonucu, fosillesmis
kemik tliimoérlerinin bulundugu ortaya c¢ikmistir. Mumyalardaki kemik kalintilari,
bunlarin kemik kanseri yani; osteosarcoma oldugunu diisiindiirtmiistiir (Boyle ve Levin
2008).

Hipokrat, viicut ylizeyinde biiyiiyen sislikleri “karkinos” veya “karkinoma”
olarak tanimlamig, Galen ise; o tarihlerde kadavra diseksiyonu yapamadiklarindan,
sadece yiizeysel olarak gozlemleyebildigi hastaligin goriiniimiinii bir yengece ve
agrisininda yenge¢ 1sirigina benzettigi i¢in, hastaliga “kanser” adini1 vermistir. Tiirk tip
tarithinde ise; 1298 yilinda Osman Hayri Efendi “Kenziilsihhatiil Ebdaniye” adl
eserinde kanserden “seraten” olarak bahsetmistir (Atic1 2007).

Kanser; diinya ¢apinda AIDS, tiiberkiloz ve sitma hastaliklarindan daha fazla
olime sebebiyet vermektedir (Pappas 2009). Bilim ve Teknolojinin her gegen giin biraz
daha ilerlemesi ile birlikte, kanser tedavi yontemleri de devamli bir sekilde
gelismektedir. Diinyada, tanis1 konulan yaklagik 12 milyon kanser hastasinin % 45’1,
ekonomik olarak gelismis iilkelerde bulunurken; % 55’1 gelismekte olan tlkelerdedir
(Innmze ve ark. 2010). Kansere ¢are aramak, tedavi olanaklarin1 daha etkin hale getirmek
bir¢ok arastirmanin baslica hedeflerinden biri olmaktadir. Son zamanlarda, bazi1 batili
ilkelerde kanser 6liim oranlarinin; sigara kullanimindaki azalma, erken tani ve tedavi
yontemlerindeki gelisme sebebiyle azaldig: belirtilmistir (Hooker ve ark. 2009).

Saglikli hiicreleri kansere sevk eden bazi faktorler mevcuttur; kalitsal
mutasyonlar, hormonlar, bagisiklik sistemi hasarlari i¢ faktdrler olarak siralanabilir. Dig
faktorler ise; tiitlin, alkol kullanimi, kimyasal maddeler, radyasyon ve bulasici
hastaliklar 6rnek verilebilir (Irtrmie ve ark. 2010). Olusan mutant hiicreler, normalde
saglikli hiicrelerin biiylimesi i¢in gereken biiylime hormonlarina gerek duymadan ya da
kendileri bu hormonlar salgilayarak, siirsiz bir sekilde ¢cogalmaktadir (Gabriel ve ark.
2008). Kanser; temel mekanizmalarda ki kusurlar sonucu olustugundan, molekiiler ve
hiicresel diizeyde arastirilmasi gereken bir hastalik tiiriidiir (Korkmaz 2010). Kisaca
kanser; onkogenler ve tiimor baskilayict genlerdeki mutasyon sonucu olugan devaminda
kanserli hiicrelerin proliferasyonunu saglayacak sinyal yolaklar1 gelistiren bir hastaliktir

(Liu ve ark. 2010).
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Kanserlerin viicudun diger kisimlarina kontrolsiiz bir sekilde yayilabilme
ozelliklerinden dolayi, arastirilan tedavi yontemlerinde kanserin tipi ve yayilma hizinin
belirlenmesi ve en uygun tedavinin uygulanmasi, tedavinin duyarliligini artiracaktir. Bu
ylizden kanser tedavilerinde kanserin hangi asamada oldugunu bilmek oldukga
onemlidir (Hooker ve ark. 2009).

Kanserli hiicrelerin, i¢inde bulunduklar hiicre toplulugunun uymasi gereken
kurallarin birgoguna uymadigi bilinmektedir. Bu kural dis1 durumlar incelenirken, ayni
zamanda saglikli hiicrelerin yasam dongiileri hakkinda da bilgi sahibi olunmustur.
Boylece, kanser aragtirmalari; sadece hastaligin tan1 ve tedavisi yoniinde degil, hiicre
biyolojisi kapsaminda da diger bircok caligmaya 151k tutmustur (Alberts ve ark. 2002).
Kanser, viicuttaki her ¢esit hiicre tipinden meydana gelebilir, bunun sonucu olarak, ¢ok
cesitli karakter ve siireg izleyen kanser ¢esitleri olusmaktadir (Cutler ve ark. 2008).

Timor; beraber yasadigi hiicrelerden daha hizli ¢ogalip normal sinirlara karsi
gelerek, baska hiicrelerin alanlarina girebilen doku kiitlesidir. Eger bu kiitle, komsu
hiicrelerden daha hizli ¢ogalmayip kendi iginde biiyiiyor ise; iyi huylu timdr olarak
nitelendirilmektedir. Iyi huylu tiimérler, koken aldiklar1 yerden baska yere yayilmayan
ve bu yiizden ¢evre dokulara zarar vermeyen tiimor tipidir (Cutler ve ark. 2008). Eger
timor yayilma 6zelligi kazanirsa ve komsu hiicrelerinden daha hizli biiyiirse; o zaman
kot huylu tlimor olarak isimlendirilir. Kotii huylu tiimér, hem ¢evre dokuya hem de
dolasim sistemi ile beraber viicudun diger bolgelerine yayilip orada hastaliga devam
edebilirler ki kanserin bu asamasina “metastaz” adi verilmektedir (Ullah ve Aatif 2008).
Timorler, kompleks bir mikrogevre igerisinde gelismektedir. Bu mikrogevrede;
fibroblastlar, endotel hiicreleri, kan damarlari, lenf damarlari, bagisiklik hiicreleri,
sitokinler, kemokinler bulunmaktadir. Bu bilesenler, tiimoriin biiylime hizini,
kapasitesini ve metastaza gegme durumunu etkilemektedir (Bindea ve ark. 2010).

Insan kanser tiirlerinin birka¢ temel ¢esidi vardir. Bunlarin yaklasik % 90’11
“karsinomalar”, yani, epitel hiicrelerin malin hali olusturur. Sarkomalar, bag doku (kas,
kemik ve kikirdak gibi), yag ve fibroz dokulardaki solid tlimoérlerdir. Losemiler kan
hiicrelerinin, miyelomalar plazma hiicrelerinin ve lenfomalar ise immiin sistem

hiicrelerinin kétii huylu tiimorleridir (Tiizel ve 2006).
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Kanserin ¢ok basamakli bir mekanizmayla ilerlemesinin yani sira, genel olarak
3 asama altinda toplanmustir. Bunlar; baslama, gelisme ve ilerleme asamalaridir. i1k
asamada; yani baglama evresinde, saglikli olan hiicreler mutajenlerin etkileri sonucu,
DNA mutasyonlar1 olusur. ikinci evrede; baslangictaki mutasyonlu hiicreler biiyiime
faktorlerinin etkisiyle, timdr hiicrelerine dontisilirler. En son asamada; timor hiicreleri
malin hale gecerler ise metastaz yapma kapasitesine sahip olurlar (Ar1 ve Kosova 2011,

Olivera 2008).

1.3.2. Meme kanseri

Her yil diinyada bir milyondan fazla kadina teshis konulan meme kanserinin, %
90’dan fazlasinin metastaz yaptigi bildirilmistir (Jiang ve ark. 2005). Tirkiye’de ise
meme kanseri goriilme orani; son yillarda ii¢ kat artmistir (Ozmen 2010).

Meme kanseri, meme epitel hiicrelerinde olusan koétii tiimdrlere verilen genel bir
isimdir (Sharma ve Srikant 1998). Kanserin genetik temeli DNA tamirindeki ve timor
baskilayic1 genlerdeki mutasyonlardir. Meme kanserinde; apoptoz yollarindaki
bozulmalar, p53 mutasyonlari, Bcl-2 ailesi iiyelerinin fonksiyon kayiplar1 gibi sebepler,
kanserli hiicreleri apoptoz’dan uzaklastirmaktadir. Ozellikle meme kanseri iizerine
yapilan c¢alismalar, cevresel ve genetik nedenlerden dolayi, kanser olustugunu
gostermistir. Meme kanseri; yaslilik, aile gecmisi, Ostrojen tedavisi, ge¢ yasta anne
olmak gibi bir¢cok faktoriin birlikte ¢caligmast sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Geyer
ve ark. 2009).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, BRCA1 (Breast Cancer Susceptibility Gene 1) ve
BRCA2 (Breast Cancer Susceptibility Gene 2) genlerinin meme kanseri ile olan iliskisi
ortaya konmus ve timor baskilayict olarak gorev yaptigr bildirilmistir (Moller ve ark.
2001). Ik kez 1990 yilinda bulunan bu genler, 1994 yilinda klonlanmistir. Yapilan bir
calismada BRCAlve BRCA2 genlerinde mutasyon olan bireylerin hepsinde kanser
olustugu gozlemlenmistir (Zimmerman 2004). Bu genler, hiicre dongiisii sirasinda DNA
tamir mekanizmalar1 ve apoptozda rol oynamaktadir. Bu genlerdeki olasi mutasyonlar,

meme ve yumurtalik kanserleri olusumuna sebebiyet vermektedir.
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1.3.3. Akciger kanseri

Akciger kanseri, yirminci yiizyilin basina kadar az rastlanan bir hastalik
olmasina ragmen, giiniimiizde hizli bir sekilde artmakta ve diinya capinda kanser
kaynakli Oliimlerin en 6nemli nedenini olusturmaktadir. Akciger kanseri, her yil
erkeklerde % 88, kadinlarda ise % 84 oraninda dliimle sonu¢lanmaktadir (Bertero ve
ark. 2008). Kemoterapi, 151n tedavisi, cerrahi tedavi gibi gilinlimiizdeki son teknoloji
tedavilerine ragmen, akciger kanserli hastalarin sag kalim oraninin en fazla 5 yil oldugu
belirtilmistir. Bunun en biiylik nedeni, hastaligin ancak ileri evredeyken farkedilmesi ve
eksik tedavi sonrasinda hastaligin tekrar etme sikligidir (Cutler ve ark. 2008).

Akciger kanseri, ¢ok yliksek oranla ¢evresel ve davranigsal etkilerin sonucu
olugmaktadir. Bunlarin basinda, tiitin kullanimi1 ve havadaki asbest pargaciklarinin
alimi  gelmektedir. Sigara kullananlarin akciger kanserine yakalanma riski,
kullanmayanlara oranla on kat fazladir (Raleigh 2010).

Akciger kanseri, kendi icinde 2 tipe ayrilmaktadir. Bunlar; tiim akciger
kanserlerinin % 20’sini kapsayan, kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve tiim
akciger kanserlerinin % 80’ini kapsayan, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseridir
(KHOAK) (Yildirimean 2006). Kiigiik hiicreli akciger kanseri, hastaligin hizli yayilma
potansiyeli sayesinde, hastalarin bes yil yasama oran1 % 1’den azdir. Kii¢lik hiicreli
olmayan akciger kanserinde ise; kendi arasinda % 25 oran ile yassi epitel karsinoma, %
30 ile adenokarsinoma ve % 15 ile biiytik hiicreli karsinoma olmak tizere 3 gruba ayrilir.
Ulkemizde en sik rastlanan tip, yassi epitel karsinomadir ve metastaz olasilig1 diger iki
grup arasinda en az olandir (Yurdakul ve ark.2002).

Yapilan incelemeler sonucu, p53 gen fonksiyonundaki bozukluk kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanserinde % 50, kiigiik hiicreli akciger kanserinde ise % 90 oraninda
gozlenmistir. Akciger kanseri hakkinda 6zellikle son zamanlarda yapilan aragtirmalarda,
sigara bilesenlerinden olan benzo[a]pyrenediolepoxide (BPDE) maddesinin, direk
olarak p53 geninde nokta mutasyonuna sebep oldugu rapor edilmistir (Baylin ve

ark.1999).
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1.4. Apoptoz

Apoptoz terimi; ilk defa Kerr, Wylie ve Currie tarafindan 1972 yilinda, hiicre
Olimiiniin morfolojik olarak tanimlanmasinda kullanilmistir (Elmore 2007). Eski
Yunanca’da “sonbahardaki yaprak dokiimii” anlamina gelmektedir (Cohen 1993).
Bunun yaninda; ¢ok daha uzun zaman 6ncesinden beri apoptoz kavrami bilinmekteydi.
Ornek olarak; radyobiyologlar, apoptozun radyasyona kars1 hiicresel bir cevap oldugunu
belirtmigler, fakat bunu farkli bir terminolojide kullanmislardir. Onlar bu duruma
“interfaz oliim” adim vermislerdir (Meyn ve ark. 2008).

Hiicrenin biiylimesi ve Oliimii arasindaki diizeni saglayan en onemli siirec,
programli hiicre Olimidiir (programmed cell death; PCD). PCD’nin iki formu
bulunmaktadir, bunlar; apoptoz ve otofajdir. Apoptotik hiicre olimii (tip 1 PCD),
hiicrenin biiziilmesi, hiicre zarinin tomurcuklanmasi, apoptotik vezikiillere ayrilmasi ve
sonug olarak etraftaki hiicreler veya fagositler tarafindan pargalanmasi ile olusur. Otofaj
(tip 2 PCD) ise; hiicre i¢inde zarar gdrmiis organel ve dnemli proteinlerin lizozomlarda
parcalanmasi temeline dayanir. Apoptoz ve otofaj farkli morfolojik ozellikler ve
fizyolojik siirecler barindirmalarina ragmen aralarinda karmasik bir isbirligi oldugu
belirtilmistir (Liu ve ark. 2010, Bonafé ve ark. 2009).

Yasam dongiisiine bakildiginda, hep bir denge karsimiza ¢ikmaktadir. Temel
unsurlar olan dogma, biiylime, iireme, yaslanma ve 6liim, daima organizmanin yapisinin
belirledigi sinirlar igerisinde, bir dengede korunmaya caligilir (Liu ve ark. 2010).
Apoptoz; yaslanma ve homeostasiz mekanizmasinin devamlilifi boyunca hiicre
popiildsyonunu korumak i¢in olusmaktadir (Elmore 2007). Yiiksek yapili canlilarin
hiicreleri ¢ok iyi orglitlenmis bir toplulugun iiyeleri gibidirler ve bu topluluktaki hiicre
sayilart sikica diizenlenmektedir. Hiicre ¢ogalmasi mitoz ile belirlenmekte, belli bir
dokuda olmas1 gereken hiicre sayis1 da apoptoz ile sinirlanmaktadir. Boylece, apoptoz
ve mitoz saglikli dokuda siirekli denge halinde bulunmaktadir (Elegbede 2003).

Apoptoz; normal dokularin yeniden {iretimini ve uygun bir sekilde
gelistirilebilmesini saglayan, anormal hiicrelere karsi immiin yaniti iireten ve onlarin
tahrip edilmesini saglayan onemli bir hiicresel siiregtir. Bunun yani sira; saglikh

hiicrelerde apoptoz, bazi fizyolojik kosullar altinda da uyarilabilir. Ornegin; fetiisde,
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doku ve organ gelisimi sirasinda, menstural siklus boyunca uterus duvarindaki endotel
hiicrelerinin atilmasinda, ya da emzirme donemi sonrasinda meme kanallarinin geri
cekilmesinde, hiicreler apoptoza yonelmektedir. Viral enfeksiyonlar, DNA hasarlar1 ve
diger genomik degisiklikler de hiicrenin apoptozu ile sonuglanmaktadir (Yang 2005).

Apoptoz; hiicrenin yasam veya 0liim se¢enegini belirleme yeteneginden dolayz,
hastaliklarin tedavisi i¢in ¢ok 1iyi bir potansiyel olusturmaktadir. Bu nedenle,
aragtirmalar hiicre dongiisii ve sinyal yolaklar iizerine odaklanmaktadir (Mignotte ve
Vayssiere1998). Son yillarda, apoptozla ilgili ¢alismalarin artmasiyla, apoptoz sinyal
yolaginda gorev alan birgok hiicresel faktér tanimlanmistir. Insan kanserleri iizerinde
yapilan bircok ¢alismada, kanserli hiicre ve dokularin apoptoz sinyal yolaklarinda
diizensizlikler goriilmiistiir (Karna ve ark. 2006).

Geligsmis organizmalarda, apoptoz ve nekroz iki Onemli hiicre Oliim
mekanizmasidir. Nekroz, hiicrenin diizeltilemeyecek kadar biiyiik bir hasar almasi
sonucunda, apoptozdan farkli olarak kontrolsiiz bir bicimde 6lmesi demektir (Zivny
2010). Apoptozun gerceklesebilmesi i¢in yiiksek ATP seviyelerine ihtiyag vardir.
Hiicre icindeki ATP seviyesi, hiicrenin apoptoza ya da nekroza yonelmesini belirler. Bu
nedenle, apoptozun erken fazinda mitokondri ¢ok dnemlidir. Hiicre ciddi bi¢imde zarar
gordiigiinde, apoptoz i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamayacak durumda ise nekroza
yonelecektir. Apoptozun nekrozdan farki, nekrozun enerji gerektirmeyen bir siire¢
olmasidir (Bennets ve Pierce 2010).

Hiicrede apoptoza 6zgii olarak bazi morfolojik degisiklikler goriilmektedir.

Bunlar:

e Kromatin yogunlagmasi ve ¢ekirdek zarina tutunmasi

e DNA’nin merdivenlesmesi. Bu durum, agaroz jel elektroforezinde merdiven
goriintiisii “ladder patern” olarak ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Walker ve
ark. 1999).

e Hiicre iskeletinin yikilmasi ile birlikte sitoplazmanin biiziilmesi

e Plazma ve ¢ekirdek zarinin tomurcuklanmasi

e Hiicre iceriklerinde herhangi bir s1zint1 olmadan, fagositoz ile komsu hiicrelerini
yutabilmesi ic¢in, zarla ¢evrili paketcikler haline gelmesi. Bu sayede, olen

hiicrenin igeri8i serbest kalmaz ve organik bilesenleri komsu hiicreler tarafindan
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yeniden kullanilabilmektedir (Liu ve ark. 2006). Sekil 1.2°de apoptozlu hiicreler

gosterilmistir.

Sekil 1.2. A549 hiicrelerine 5 mM sodyum perborat’m apoptotik etkisinin mitocapture yontemiyle
arastirilmasi (Floresan mikroskop, rodamin filtresiyle fotograflanmistir. Ok’lar apoptotik

hiicreleri gostermektedir, X 400).

Apoptozun molekiiler mekanizmasi, kisaca 4 farkli fazdan olusan biyokimyasal
olaylar dizisidir. Bunlar; sinyal, kontrol- diizenleme, yiiriitme ve son olarak olen
hiicrenin ortadan kaldirilmasidir (Bennets ve Pierce 2010). Sinyal fazinda, apoptotik
siireci, uyaran bilesenler; glikokortikoit, toksin, nitrit oksit vb. olabilecegi gibi, besin
yoklugu, viral enfeksiyon, iyonize radyasyon gibi durumlar da baslatabilir (Chen ve
ark.2009). ikinci asama olan kontrol ve diizenleme fazinda; hiicre apoptoza devam
etmek ya da siireci durdurmak arasinda karar verir. Burada p53 ve Bcl-2 genleri gorev
yapmaktadir. Apoptoza karar verildigi zaman, hiicre ylirlitme asamasina devam eder.
Proteolitik kaspazlar tarafindan hiicrenin matriks ve organelleri diizenli bir sekilde
tahrip edilir. Yiriitme asamasinin ardindan, son asama olan hiicre vezikiillerinin
kaldirilmas1 baslamaktadir. Burada hiicre artik kii¢iik vezikiillerine ayrilmis haldedir ve

etrafa kendisini yemesi i¢in sinyaller gondermektedir (Bennets ve Pierce 2010).

1.4.1. Apoptoz Yolaklar

Hiicrenin apoptoza girebilmesi i¢in bir uyarict sinyalin hiicreyi uyarmasi

gerekmektedir. Memeli hiicrelerinde apoptoz 2 farkli yolak ile olusmaktadir (Liu ve ark.
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2010). Hiicrenin i¢inden gelen uyarilari belirtmek amaciyla; i¢ yolak (mitokondri
bagimli yolak) ve uyaranin hiicrenin digindan geldigini belirtmek amaciyla; dis yolak
(reseptdr bagimli yolak) ad1 verilen iki ana yol bulunmaktadir ( Raychaudhuri 2010). iki
yolak da kaspaz aktivasyonuyla tamamlanmaktadir ve bir¢ok hiicre tipinde tamamen
birbirinden bagimsiz olarak ilerlemektedir (Chen ve ark. 2009).

Hiicreyi apoptoza gotiiren cesitli uyaranlar mevcuttur. Disaridan gelen
uyaranlar; tiimor nekroz faktorii (Tumor Necrosis Factor; TNF), hiicre 6liim proteinleri,
insiilin benzeri biiyiime faktorleri, glukokortikoidler, ilaglar, radyasyon, ¢esitli antijen
ve viriislerdir. Hiicre i¢inden gelen uyaranlar ise; hiicre igindeki Ca'? miktarindaki artis,
DNA’da olusan diizeltilemeyecek bir hasar sonucu P53 geninin aktive olmasi, viral ve
bakteriyel enfeksiyonlar ile onkojenlerdir (Fulda 2011). Bu iki yolak bir¢ok hiicre
tipinde birbirinden bagimsiz olarak devam etmesine karsin, aralarinda etkilesimler s6z

konusudur (Burz ve ark. 2009).

1.4.1.1. i¢ yolak

Mitokondri 6liim sinyalinin olugmasi i¢in merkezi bir rol oynar (Bonafi ve ark.
2009). Mitokondri dis ve i¢ zarlar1 arasinda kalan bosluga “intermembran alan1” denir.
Bu boslukta hiicre oliimiinii baglatan birgok protein yer alir. Bunlardan; sitokrom C,
apoptoz tetikleme faktoriidiir (apoptosis inducing factor; AIF). Mitokondri zar
potansiyeli, i¢ ve dis zarindaki protonlarin asimetrik dagilimiyla olusur ve bdylece,
mitokondriyal fonksiyonlarin saglanmasi i¢in gerekli olan elektriksel ve kimyasal bir
gradiyent olusur (Watters 2005).

Oliim sinyalleri, mitokondrinin zar biitiinliigii iizerinde etki gdstermektedir
(Hockenbery ve ark. 1990). Sinyaller Bcl-2 ailesinin iiyeleri olan; bid, bam, bax, puma
ve noxa tarafindan mitokondriye tasinmaktadir (Chen ve ark. 2010). Bu ailelerin
liyelerinin nasil bir yol izledigi tam olarak acgiklanmamakla birlikte, iki teori ortaya
atilmigtir. Bunlardan biri; bim, bax’a baglanir ve ikisi birlikte bak’1 aktive eder. Diger
teori ise, antiapoptotik olan Bc/-2 iiyeleri dolayli olarak bim ve bak’1 aktive eder (Fulda
2011). Sonug olarak; mitokondri zarinin gegirgenligi, olusan porlar sayesinde artar

(Yang 2005), mitokondriden sitokrom C salinmaya baslar (Bennets 2010).
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Mitokondrinin aktivasyonu, (sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi)
apoptotik siiregte geri doniisiimsiiz noktaya gelindigini gosterir. Olusan sitokrom C;
apaf-1 (apoptosis proteas activating factor) ve pro-kaspaz 9’a baglanarak “apoptozom”
ad1 verilen kompleksin olusumunu saglamaktadir (Alosi ve ark. 2010). Apoptozom,;
apaf-1, Sitokrom ¢, ATP ve pro kaspaz 9’dan olusmaktadir (Hockenbery ve ark. 1990).
Bu kompleks, inaktif haldeki kaspaz 9’u aktif hale getirmis olur. Aktiflesen kaspaz 9 ise
kaspaz 3 ve 7’yi aktivite eder. Kaspaz 3’lin aktivasyonuyla, DNA oligoniikleozomal
parcalarina ayrilir ve aktin, plektin gibi hiicre seklinde gorev alan proteinlerin
sindirilmesini saglar. Bu degisiklikler ¢ekirdekte kromatin yogunlagmasina ve hiicrenin
kiigilmesine, ayrica hiicre zarinin tomurcuklanmasia yol acar. Olusan apoptotik
vezikiiller, etraftaki hiicrelere kendilerini yutmalar i¢in sinyal gonderirler. Sinyali alan

hiicreler apoptotik vezikiilleri yutarlar (Burz ve ark. 2009).

1.4.1.2. D1s yolak

Dis yolak; hiicre yiizeyinde bulunan o6liim reseptorlerine ilgili ligandlarin
baglanmas1 ve etkilesimi sonucu, Oliim sinyalinin hiicre igerisine iletilmesi ve
apoptozun baslamasi prensibine dayanir (Yang 2005). Ekstraselliiler hormonlar, TNF,
Fasligand (FasL) ve tiimor nekroz faktor iliskili apoptoz indiikleyen ligand (TNF-
related apoptosis-inducing ligand; TRAIL); apoptozu baslatan sinyallere 6rnek olarak
verilebilir. Bu 6lim sinyalleri hiicre ylizeyinde bulunan tiimor nekroz faktor reseptor 1
(TNF receptor 1; TNFR1) ve Fas gibi reseptorler tarafindan taninarak aktive edilmekte
(Liu 2006) vealgilanan “6liim sinyali” hiicre zar1 boyunca iletilmektedir. Hiicre yiizey
reseptoriine ligandlariin baglanmasiyla apoptoz baslamaktadir (Bennets ve ark. 2010).
Alinan 6lim uyarisi ile bir dizi protein-protein etkilesimi gergeklesmeye baslamaktadir
(Gewies2003). Oncelikle Fas reseptorii, sitoplazmanin i¢ tarafinda bulunan 6liim
reseptor bolgesi (Fas-associated death domain; FADD) ile TNFRI ise kendi 6lim
bolgesi olan TRADD ile etkilesime girmekte ve bdylelikle sinyal kompleksi
olugsmaktadir. Bu olusan komplekse “6liim tetikleyen sinyal kompleksi” (death-inducing
signaling complex; DISC) adi verilmektedir (Bonafe ve ark. 2009). Olusan kompleks
prokaspaz 8 i uyarmaktadir. Ayni i¢ yolaktaki gibi, aktif hale gelen kaspaz 8, kaspaz
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3’li uyarmakta ve kaspaz selalesi baslamaktadir (Lavrik 2011). Kaspazlar hiicrede
onceden tanimlanmig molekiillerin parcalanmasiyla saldirarak biyolojik ve morfolojik
apoptoz degisikliklerine yol agmaktadirlar. Sonugcta; sitoplazmada yapisal proteinlerin
sindirimi ~ ve  kromozomal = DNA'nin  pargalanmasiyla  hiicre  fagosite

edilmektedir(Srinivasan ve ark. 1998).

Dis yolak ic Yolak

Sekil 1.3. Apoptoz Yolaklart anlatimi (Rudin 1998 ve Srinivasan 1997°den uyarlanilarak yapilmistir.)

1.4.2. Apoptoz’un diizenlenmesinde gorev alan molekiiler diizenleyiciler

Apoptoz sirasinda, i¢ ve dis yolaklarda bir¢ok farkli protein gorev almaktadir.
Bunlar; dis yolakta gorev alan Fas ve Fas ligand, TRAIL ve TNF-a, kaspazlar, bcl-2
protein ailesi, p53 ve NFk B 6rnek olarak verilebilir (Cecconive ark. 2004).

1.4.2.1. Kaspazlar

Apoptozda gorev alan 6nemli mekanizmalardan birisi de biiyiik bir proteaz

ailesi olan kaspazlardir. Kaspaz denmesinin sebebi, aktif merkezlerinde sistein
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aminoasiti bulundurmalar1; hedeflerindeki proteinlerin aspartik asit kisimlarindan
parcalamalaridir (C-asp-ase) (Mignotte, 1998). Kaspazlar, hedef proteinlerdeki aspartik
asit’in karboksil gruplarmin peptit kisimlarimi kesebilen niikleofilik bir bdlgeye
sahiptirler (Hawkins ve ark. 2005). Normal sartlarda; kaspazlar hiicre i¢cinde zimojen
halde bulunmakta ve prokaspaz adin1 almaktadir. Tam bir fonksiyon gosterebilmeleri
icin, aldiklar1 sinyal sayesinde aktiflesmeleri gerekmekte ve kendinden sonraki
prokaspazlar1 kesime ugratarak, bir proteolizis silsilesinin olugmasini saglamaktadirlar
(Faust ve ark. 2009).

Giiniimiizde tanimlanmis 14 adet kaspaz ¢esidi vardir Bilinen 7 tanesi
apoptozda gorev almakta 3 tanesi de sitokinlerin aktiflesip savunma sisteminde gorev
almasini saglamaktadir (Salve ve ark. 2009).

Kaspazlar; yapilarina, fonksiyonlarima ve substrat yiizeylerine gore farkli
siniflandirilirlar  (Hawkins ve ark. 2005). Memelilerde, fonksiyonlarima gore
siiflandirilan kaspazlar; baslatici; (-2, -8, -9, -10, -12) ve efektor; (-3, -6, -7, -14) olmak
lizere 2 gruba ayrilmaktadirlar (Salve ve ark. 2009). Baslatici kaspazlar; apoptozda ilk
sinyali alip efektor kaspazlara ulastirirlar. Efektor kaspazlari, proteoliz yoluyla direk ya
da ikincil habercileri kullanarak dolayl olarak da aktiflestirebilirler (Hung ve Chow
2004). Baslatici kaspazlarin ii¢ 6zelligi ¢ok dnemlidir; gelen uyarilarin sonlandiric faza
taginmasi, yeterli miktarda sonlandiric1 kaspazin aktiflesmesini saglanmasiyla apoptotik
sinyalin ¢ogalmast ve apoptozun en son basamaginda bir kontrol noktasinin
bulunmasidir (Tang ve ark.2000).

Biitiin kaspaz enzimlerinin kendilerine gore en iyi kestikleri bir bolge vardir.
Bu bolge, aspartik kesim noktasinin N-terminalinde bulunur ve kaspazin hedefinin

secilmesini saglayan dort aminoasitlik bir kisimdir (Schulze-Osthoff1998).
1.4.2.2. Fasve FasL

TNF ailesinin fazla miktarda ifade edilen ve transmembran protein olan bir
tiyesidir. Fas ve FasL’nin ifadesi arttirilarak apoptotik yolun uyarilmasiyla, bu

mekanizma kansere karsi tedavide kullanilabilmektedir. Fas ve FasL birlestiginde,

apoptozu baslatmasina ragmen, yapilan ¢alismalarda sadece birkag tiimor ¢esidinde Fas
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yoluyla apoptoza rastlanmistir. Sebep olarak insan kanser tiirlerinin Fas bagimli
apoptozise bir direng gelistirdigi belirtilmistir (Liu ve ark. 2010). Yapilan bir caligmada
meme kanserinin erken sathasinda olan hastalarda, Fas ifadesinin saglikli kisilere oranla

oldukea yiiksek oldugu bildirilmistir (Jaberipour ve ark. 2010).

1.4.2.3. TRAIL ve TRAIL reseptorleri

TNF ailesinin diger bir iiyesi olan 7TRAIL; kanser tedavisinde onemli bir yere
sahiptir, ¢iinkii tiimor hiicrelerinin TRAIL’e sagliklh hiicrelerden daha duyarli oldugu
bilinmektedir (Burz ve ark. 2009). TRAIL’in DR4 ve DRS5 olmak iizere iki adet
reseptorii bulunmaktadir. Dis yolag: kullanarak apoptozu baslatmaktadirlar (Bennets ve

ark. 2010).

1.4.24. TNF- o

Akciger ve karaciger yetmezligi, hipotansiyon ates gibi durumlarda, TNF-a lar;
makrofaj ve monositler sayesinde sitokin iiretmektedir. 7NF-¢, hiicre yiizeyinde
TNFR-1 ve TNFR-2’ile baghdir. Aktif hale gelen bu reseptorler, daha sonra adaptor
protein olarak TRADD’1 diizenleyerek 6liim proteini DISC’e déniismekte ve prokaspaz
8’1 pargalayarak aktif kaspaz 8’e doniistiirmektedir (Camas 2006).

1.4.2.5. Bcl-2 Ailesi:

Bcl-2 ailesinin proteinleri mitokondri zar potansiyelini korumaktadir (Wilson
2009). Herhangi bir 6liim sinyali olmadig1 zaman, hiicre i¢inde sessiz halde bulunan
Bcl-2  proteinleri, hiicre stres halindeyken aktive olup mitokondri yiizeyine
baglanmaktadir. Mitokondrinin zar gecirgenliini azaltarak sitokrom C’nin
mitokondrinin digar1 salinimini saglamaktadirlar. (Fulda 2011).

Bcl-2 ailesi iiyeleri, pro apoptotik ve anti apoptotik olarak iki gruba ayrilirlar.
Bcl-2 ailesinde yaklasik 20 adet protein tespit edilmistir. Pro apoptotik olanlardan
bazilari; Bcl-w, MCL-1,Bad, Bax, Bid, Bim, Bak, Bcl-xl iken anti apoptotik olanlar
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yani apoptoz inhibe edenlerin bazilar1 ise; Bcl-2 ve Bcl-x1’dir (Cecconi 2010, Karna
2006).

Pro apoptotik iiyeler, anti apoptotiklere baglanarak apoptozu aktive
etmektedirler. Bu bilgilerin 1s18inda, Bcl-2 iiyeleri arasindaki dengenin, hiicrenin
Oliimiinde biiyiik 6nem tasidig1 sOylenmektedir. Anti apoptotik iiyelerin asir1 ifadesinde
apoptoz yavaslarken, pro apoptotik iiyelerin fazla oldugu zamanlarda hiicreler 6liime
stirliklenmektedirler (Karna ve ark. 2009). Anti apoptotik Bc/-2 iiyelerinin asr1 ifadesi
sayesinde; kemoteropotik ilaglar, radyasyon ya da FasL ve TNF-a etkisiyle uyarilan

apoptoz inhibe edilmektedir (Cecconi ve ark. 2010).

1.4.2.6. p53

p53 proteinin bilinen gorevleri arasinda; genetik onarim, rekombinasyon,
metabolik slireclerin diizenlenmesi bulunmaktadir (Lane ve Levine 2010). p53, bircok
farkli yolla tiimor biiyiimesini engelleyebilir. Sekil 1.4.’te gosterildigi {lizere, hiicrede
radyasyon, kemoterapi vb. sekilde herhangi bir DNA hasar1 olustugunda, hasar
onarilabilecek diizeyde ise; p53, hiicre dongiisiinii G; fazinda durdurur ve hiicreye
DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger DNA hasari tamir edilemeyecek
kadar biiyiikse, bu durumda p353, apoptozu uyarir (Elmore 2007). p53 proteini, kansere
kars1 korunmada biiyiik dnem tasimaktadir. insan tiimérlerinde p53 geni mutasyonuna
stk rastlanir. p53 geninde herhangi bir mutasyon ve fonksiyon kaybi, olusacak
proteininde mutasyonlu olmasma yol a¢maktadir. Burda timdr gelisimine veya
apoptoza direng ile sonuglanmaktadir (Meulmeester ve Jochemsen 2008). Ornek olarak;
tiimor hiicrelerinde 6liim reseptorii Fas’in uyarilmasiyla, DNA da hasar olusabilir veya
kemoterapotik ilaglar, p53 gen ifadesini artirabilir (Yang 2005).

p53 proteini aym1 zamanda G, kontrol noktasinda da gorev almaktadir.
DNA’nin yanlis sentezlendigi durumlarda, p53 geni G, kontrol noktasinda ilgili yere

baglanir ve pro-onkogenin transkripsiyonunu 6nler (Meulmeester ve Jochemsen 2008).
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P53'lin Gorevleri
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Sekil 1.4. p53 geni gorevleri

1.5. Apoptoz Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

1.5.1. Mitokondriyal aktiveye dayali MTT ol¢iimii

Kiiltiirdeki hiicrelerin canlilik oranlarini  belirlemek i¢in, 1983 yilinda
Mosmann tarafindan bulunan, sonra Alley ve ark. tarafindan gelistirilen; MTT [3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide] yontemi giinlimiizde c¢ok
kullanilan bir yontem olmustur (Sgonc ve Gruber 1998).

Bu yontemde, bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani, kalorimetrik bir
yontemle hizli ve kantitatif olarak saptanabilmektedir. Yontem saglikli hiicrelerde,
mitokondrideki dehidrogenaz enziminin MTT boyasindaki tetrazolium halkasini
parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir (Yaka ve ark. 2006). Dogrudan dehidrogenaz
aktivitesini O0lgmektedir. Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelerden metabolik
olarak daha c¢ok aktivite gosterdigi i¢in, bu yontem sadece hiicre canlilig1 ve sitototksite

degil, hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu da belirler (Florian ve ark. 1999).
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Deneyin 6nemli avantajlar1 arasinda hizli, oldukca duyarl ve radyoizotoplara
gerek birakmamasi sayilabilinir (Mosmann 1983). Bu yontem, hiicrelerin MTT
boyastyla inkiibasyonu, genel olarak reaksiyon iirlinlinlin ¢oziiniir hale getirilmesi ve
reaksiyon tiriiniiniin kolorimetrik olarak 6l¢iimii basamaklarindan olusmaktadir.

MTT boyasi, yasayan hiicrelerin mitokondriyal enzimi olan siiksinat
dehidrogenaz enzimine direk olarak baglanmaktadirlar. Dehidrogenazlar genellikle
enerji yapimi i¢in kullanildigindan dolay1 mitokondride bol miktarda bulunmaktadirlar.
Kisaca MTT tekniginin mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan kataliz edilen
tetrazolyum tuzlarinin indirgenmesi denilebilinir (Florian ve ark. 1999). Tetrazolyum
halkasinin par¢calanmasi sonucu, soluk sar1 renkli MTT boyas1 koyu mavi mor formazan
kristallerine doniismektedir. Sonug olarak; canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis
hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler
ise, boyanmamaktadir. Olusan formazan kristalleri; dimetil siilfoksit (DMSO),
izopropanol gibi organik ¢oziiciilerde kolaylikla ¢oziinebilmektedir. Cozlinmiis olan bu
boya, konsantrasyona bagli olarak, spektrofotometrik yontemle, goriinlir dalga
boylarinda olgtilebilen bir absorbans vermektedir. Bulunan miktar, direk olarak canli

hiicrelerin oranini géstermektedir (Ciofani ve ark. 2010).

1.5.2. Lizozomal aktiviteye dayal notral-kirmizis1 alimi testi

Borenfreund ve Puerner tarafindan yayimlanan katyonik boyanin canl
hiicrelerde lizozomlar tarafindan hiicre i¢ine alinmasi ve orada birikmesi esasina
dayanan bir yontemdir. Notral kirmizis1 alimi testi (Neutral Red; NR) [n vitro hiicre
kiiltiirii galigmalarinin baglangicinda viral sitogenetik degerlendirme ve immiinotoksisite
testleri icin gelistirilmis bir hiicre canlilig1 testidir (Repetto ve Zurita 2008).

Kolorimetrik bir yontem olan nétral kirmizisi alimi testinde, katyonik bir boya
olan ndtral kirmizisi (3amino—7- dimetilamino-2metil fenozin hidroklorid) canli
hiicrelerce alinir ve lizozomlardan birikerek elektrostatik olarak lizozomal matrisdeki
anyonik bolgelere baglanir (Zhang ve ark.2011). Notral kirmizisi boyasi suda rahatlikla
¢Oziinmektedir. Hiicre igine boyanin girmesi, plazma zarindan pasif tagima ile

olmaktadir. Lizozom icinde noétral kirmizisinin birikmesi lizozomal matris i¢inde
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olusmaktadir. Hiicre yilizeyinde veya hassas lizozomal zardaki hasar, notral kirmizisinin
alimin1 ve baglanmasini azaltarak canli hiicrelerle hasarli hiicreleri birbirinden ayirmayi
mimkiin kilmaktadir. Hasarli hiicrelerde sitoplazmik vakuollerde nétral kirmizisi
alikonamaz. Deneyin temeli hasarli ve saglikli hiicreler arasindaki bu durum farkina
dayanmaktadir (Faust ve ark. 2009).

Notral kirmizisi boyasi, canli hiicrelerin lizozomlarinda birikmektedir. Notral
kirmizist alimi yontemi, oldukga basit, giivenilir ve diger pahali deneylerin yerini
alabilecek nitelikte bir test yontemidir (Olejniczak 2007). Ayrica diger deneyler ile
kombine edilebilmekte ve hiicrelerin metabolik aktiviteleri farkli diizeylerde tespit

edilebilmektedir (Cantiirk 2007).

1.5.3. Mitokondri zar gecirgenligi testi ile apoptoz tayini

Mitokondriyal transmembran potansiyel kaybi, apoptozun belirlenmesindeki
onemli olaylardan bir tanesidir. Hiicrenin apoptoza girebilmesi ic¢in bircok ajan ve
uyaran bulunmasina ragmen biiyiik ¢ogunlukla Bcl-2 ailesinin baz1 liyeleri (Bax ve Bak)
araciligryla mitokondriden sitokrom C saliverilimini baslatirlar (Abramov ve Duchen
2008). Ardindan mitokondri transmembran potansiyel kaybi baglamis olur. Test
maddesinde ki floresan boya saglikli hiicrelerde mitokondrinin igine girerek orada
birikmekte ve florasan 15181 altinda parlak kirmizi bir renk almaktadir. Ote yandan;
apoptotik hiicrelerde mitokondriyal transmembran potansiyeli bozuk oldugundan ve
verilen boya mitokondri i¢inde birikemediginden, sitoplazma iginde monomer halinde
kalarak parlak yesil goriinmektedir. Olusan florasan sinyaller sayesinde hiicreler
florasan mikroskobu altinda FITC veya rhodamine filtreleriyle incelenmektedir (Heiden

ve ark. 1997).
1.5.4. Kaspaz 3 / 8 aktivasyonu ile apoptoz tayini
Kaspazlarin zimojen halinden proteolitik olarak aktif hale geg¢mesinin

Olclilmesine dayanir. Sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 metoduyla

belirlenebilir (Ho ve Hawkins 2005). Bunun i¢in, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin
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bilinmesi ya da calisilan dokuda apoptozise yol acan ajanin kaspaz-3’i kirip
kirmadiginin bilinmesi gerekmektedir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hiicreler bu method

ile tespit edilebilirler (Giiles ve Eren 2008).

1.5.5. Agaroz jel elektroforezi ile apoptoz tayini

DNA kiriklarmin gdésterilmesi prensibine dayanan agaroz jel elektroforezi;
apoptozda DNA, 180 baz ¢ifti ve bunun katlarina karsilik gelen noktalardan yani
interniikleozomal bolgelerden kirilir ve merdiven goriintlisii olustururlar. Goriintiiye
“Ladder Pattern” adi verilir (Ja" nicke 1998). Aktif kaspaz-3, kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD) inaktiflestirir, boylece ICAD’{iniin bagladig1
kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD) serbestlesir ve bu durum apoptozun
karakteristik ~ Ozelligidir ve nekrozda  goriilmemektedir sonucta kromatin

yogunlagmasina ve DNA fragmentasyonuna neden olur (Ulukaya 2003).

1.5.6. Apoptozun morfolojik olarak belirlenmesi

Apoptoz siiresince bir¢ok morfolojik olay olusmaktadir. Bunlardan bazilari;
hiicrelerin bliziigmesi, sitoplazma ve DNA’da kromatin yogunlasmasi ve apoptotik
keseciklerin  olugmasidir. Biitiin bu morfolojik olaylar mikroskop altinda
incelenebilmektedir (Sgnoc ve Gruber 1998). Bunun yaninda florasan mikroskopu
sayesinde; DNA’ya tutunabilen bazi florasan boyalar ile hiicrelerin saglik durumlari
daha rahat bir sekilde incelenebilmektedir. Dapi, Hoecsht, Akridin oranj, ethidyum
bromiir gibi boyalar DNA’ya baglanip hiicrelerin kromatinlerini goriiniir hale
getirmektedirler. Boylece; canli ve Oli hiicrelere ayri ayri baglanarak hiicrelerin

canliliklarini da belirlemis olurlar (Stadelman ve Lassmann 2000).

1.5.7. Anneksin yontemi

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazma yiiziinde zar lipitlerinden biri olan
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Hiicre apoptoza gittigi zaman, normalde igylizde

yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine baglanirlar. Anneksin, hiicrenin
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dis yiizeyine baglanmis olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu igin,
floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir. Method
sadece canli hiicrelerde uygulanabilir. Yontemin avantaji deney asamasinin sadeligidir

(Kylarova 2002).

1.5.8. TUNEL yontemi

DNA kiriklarinin taninmasi prensibine dayanan bir yontemdir. Apoptozdaki
parcalanma sonucu DNA wuglari, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) ile
isaretlenebilmektedir. TdT isaretli niikleotidler kullanilarak yapilan in situ isaretlemenin
ardindan floresan veya enzimatik olarak bir islem daha gercgeklestirilir boylelikle
hiicreler goriiniir hale gelmektedir. Amag; apoptoz hiicreleri digerlerinden ayirmaktir.
Bu yontem yaygin olarak “TdT-dUTP nick-end-labelling” sozciiklerinin kisaltilmasi
olan “TUNEL” yontemi adiyla anilmaktadir (Otsuki 2000).
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2.MATERYAL YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Cahismalarda kullanilan bor bilesenleri

BOREN (Tiirkiye Bor Arastirma Enstitiisii)’in destekledigi “2009-C-0214”
numaralt ve “Bazi Bor Minerallerinin Antimikrobiyal, Antikanserojenik ve Bakteri
Yasamina Etkilerirnin Arastirilmasi” adli proje igerisinde yiiriitiilen deneylerde;
kullanilan borik asit, sodyum perborat ve diamonyum tetraborat maddeleri Etibor’dan

temin edilmistir.

2.1.2. in vitro cahsmalarda kullanilan kimyasal maddeler

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma), RPMI-1640 Medium
(Sigma), Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma), Penisilin-Streptomisin (Sigma), Tripsin-
EDTA Solusyonu (10X) (Sigma), Sodyum Bikarbonat (Sigma), MTT (Sigma?), Dimetil
Siilfoksit (DMSO), Notral Kirmizis1 (NR; Neutral Red)(Fluka), Formaldehit (Merck),
Tritonx-100, KCI (Merck), NaCl (Merck), KH,PO4 (Merck), Na,HPO4 (Merck), EDTA
(Merck), Hidroklorik asit, Stvi Azot ( AUBIBAM siv1 azot iiretim tesisi)’den temin

edilmistir.

2.1.3. Kullanilan aletler ve cihazlar

Sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij (Heraus), kuru hava sterilizatorii (Niive),
Otoklav, Derin dondurucu (-20, -86 °C), buzdolab1, manyetik karistirics, CO? inkiibatérii
(Heraus), Steril kabin (Heraus), sivi azot kaplari, otomatik pipetler, kar-buz makinesi
(Scotsman), su banyosu (Clifton), Eliza Okuyucu (ELx808-IU, Bio-Tek), Inverted
Mikroskop (1X71 Olympos), Nanodrop (Eppendorf), agaroz jel elektroforezi (Thermo),
pH metre.
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2.1.4. Hiicre Kkiiltiiriinde kullanilan hiicreler

Calismamizda A549 akciger kanser hiicre hatti kullanilmistir. Bu hiicre hatt1 ilk
kez 1972 yilinda D.J. Giard ve arkadaglari tarafindan 58 yasindaki beyaz erkek bireyden
alinmis, kii¢iik hiicreli olmayan epitel kokenli akciger adenokarsinomudur. Institute of
Fermentation Osaka (Tokyo, Japonya)’dan Dog¢. Dr Ayse Tansu Koparal tarafindan
satin alinmis ve ¢alismamiz i¢in hediye edilmistir.

MCF7 hiicre hatt1 ilk olarak 1970 yilinda 69 yasindaki beyaz bir kadinin
hastalikli meme dokusundan izole edilmistir. Hiicreler; Yard. Do¢. Dr. Asuman
Zergeroglu (Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisi, Fen Bilimleri Fakiiltesi, Biyoloji

Boliimii) tarafindan hediye edilmistir.

2.1.5. Deneylerde kullanilan test maddelerinin hazirlanisi

Deneylerde kullanilan borik asit, sodyum perborat, diamonyum tetraborat
maddelerinin 1M’lik ana stok soliisyonu 1sitilmis distile su i¢inde hazirlanmistir. Diger
konsantrasyonlar, 1M yogunluktaki soliisyonun kiiltiir besiyeri i¢inde seyreltilmesiyle
hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyonlar 0,2 mikronluk filtrelerden gegcirilerek steril
edilmis ve "4 derecede muhafaza edilmislerdir.

On calismalarda; her bir test maddesinin her bir hiicre igin ¢ok sayida
diliisyonlar1 denenmis ancak, deneylerde kullanilmak {izere uygun konsantrasyonlar
secilmistir. A549 hiicrelerinde kullanilmak tizere, borik asit’in 2.5, 5, 10, 25 ve 50 mM,
sodyum perborat’in 5, 10, 15, 25 ve 50 mM ve diamonyum tetraborat’in 10, 13, 16, 19,
22 ve 25 mM konsantrayonlartyla, MCF7 hiicreleri i¢in, borik asit’in 45, 60, 75, 100 ve
150 mM, sodyum perborat’in 45, 50, 60, 75, 100 ve 150 mM ve diamonyum
tetraborat’in 5, 10, 30, 45, 60 ve 75 mM konsantrasyonlar1 se¢ilmistir.
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2.1.6. Deneyde kullanilan ortamlarin icerikleri ve hazirlamslar

PBS ve PBS EDTA
Hiicreleri yikamak i¢in kullanilmaktadir (1 L.)

PBS
KCL 0.2gr
NaCL 8gr

KH2PH4 02gr
Na,HPO, 1.14gr
Deiyonize su i¢inde ¢0ziilmiis, toplam hacim 1 L.’ye tamamlanmis ve otoklav

edilerek steril hale getirilmistir.

PBS-EDTA
Hiicreleri yikamak i¢in kullanilmaktadir (1 L.)
KCL 0.2gr
NaCL 8gr
KH,PH4 0.2gr
Na,HPO, 1.14gr
EDTA 0.372
Deiyonize su i¢inde ¢0ziilmiis, toplam hacim 1 L.’ye tamamlanmis ve otoklav

edilerek steril hale getirilmistir.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), %10’luk FBS
A549 hiicrelerinin biiyiitiilmesi i¢in kullanilmistir (1 L).

Fetal Bovine Serum 100 ml
Penisilin/streptomisin 10 ml
Sodyum Bikarbonat 40 ml
Sodyum Piruvat 10 ml
DMEM 10 gr
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Ultra saf su ile hazirlanir ve toplam hacim 1 L.’ye tamamlanir. Steril ortamda
hazirlanan medyumun pH’s1 HCI ile 7.4’¢ ayarlanmus, 0.2 um filtreden gegirilip +4 C°

de saklanmustir.

RPMI-1640 (%10’luk FBS)
MCF7 hiicrelerinin biiyiitiilmesi i¢in kullanilmigtir (1 L.).

Fetal Bovine Serum 100 ml.
Penisilin/streptomisin 10 ml.
Sodyum Bikarbonat 2 gr.
RPMI-1640 890 ml.

Ultra saf su ile hazirlanir ve toplam hacim 1 L.’ye tamamlanir. Steril ortamda
hazirlanan medyum’un pH’s1 HCl ile 7.4’¢ ayarlanmis, 0.2 pm filtreden gegirilip "4 C°

de saklanmustir.

Tripsin EDTA (1x, 100 ml).

Hiicreleri pasaj yapmak amaci ile hiicrelerin flasktan kaldirilirmasinda kullanilir.
Tripsin-EDTA (10x) 50 ml
PBS-EDTA 50 ml

Soliisyon steril olarak satin alinmaktadir.

MTT Soliisyonu

Sitotoksisite ¢aligmalarinda kullanilmaktadir (1 ml).
MTT 5 mg.
PBS 1 ml

0,22 mikron capl filtre ile steril edilerek kiigiik hacimlerde, 151k goérmeyecek

sekilde -20 °C’de saklanmustir.

Notral Red Soliisyonu
Notral kirmizist alimi testi (NR) i¢in kullanilmaktadir.
10x Stok soliisyonu (100 ml)
NR 0,33 gr
PBS 100 ml
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Stok soliisyon 2 ay kadar oda sicaklifinda karanlikta saklanabilmektedir.
1x Calisma soliisyonu (10 ml)

10x stok 1 ml

Medyum 9 ml
Kullanilmadan hemen 6nce hazirlanmalidir. 0,22 mikron ¢apli filtreden gegirilip

37C"lik su banyosunda yarim saat 1sitilir.

Desorb (100 ml)

NR boyasinin hiicre i¢inde ¢éziinmesine yardim etmektedir.
Glasial asetik asit Iml
Etanol 50 ml

Toplam hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanir.

2.2. Yontem

2.2.1. Hiicrelerin testler i¢cin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan A549 hiicreleri; DMEM ortaminda biiyiitiilmiislerdir.
Onceden inaktif hale getirilmis % 10’luk FBS, % 1 oraninda penisilin / streptomisin ve
sodyum bikarbonat igeren besiyerleri, 25 ve 75 cm?” flasklarda, % 95 hava ve % 5 CO,
ortaminda, 37 °C’de kiiltiire edilmistir.

MCEF7 hiicreleri; L-glutamin igeren RPMI-1640, 6nceden inaktif hale getirilmis
% 10’luk FBS, % 1 oraninda penisilin / streptomisin ve sodyum bikarbonat iceren
besiyerleri, 25 ve 75 cm? flasklarda, % 95 hava ve % 5 CO, ortaminda, 37 °C’de kiiltiire
edilmistir.

Uygun sartlarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler, tripsin-EDTA ile muamele
edilerek flask tabanindan kaldirilmistir. Daha sonra, hiicrelerin sayilar1 Thoma laminda
sayillmistir. Her bir hiicre 3’er kez sayilarak ortalamasi alinmigtir.  MTT ve Notral
kirmizis1 alimi testleri i¢in; 96 kuyucuklu plakalara, A549 hiicresi i¢in her bir kuyuya
5x10°, MCF7 hiicresi i¢in ise 8x10° hiicre ekilmistir. Apoptoz belirleme testlerinde, 25
cm”’lik flasklara A549 i¢in 3.5x10° hiicre, MCF7 icin ise 5x10° hiicre ekilmistir. % 95
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hava ve % 5 CO;’li gaz ortaminda ve 37 C°’de inkiibatorde 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edilmistir. Hiicrelerin yapigsmasi ve ortama alismasi i¢in 24 saat bekletildikten sonra,
test maddelerinin belirlenen konsantrasyonlar1 eklenmistir. Negatif kontrol olarak, test
maddesi uygulanmamis hiicreler kullanirken, cisplatin (7,5 mM) uygulanmis hiicreler

pozitif kontrol olarak degerlendirilmistir.

2.2.2. MTT testi

Bu yontem Mosmann 1983’¢ uygun olarak modifiye edilmistir. Test
bilesenleriyle muamele edilmis hiicrelerin 24, 48 ve 72 saatlik bekleme siirelerinin
sonunda, medyumlar1 uzaklastirilmis ve hiicrelere MTT igeren taze medyum (100 ul
besiyerine 5 mg /ml stok MTT soliisyonundan 25 pl eklenerek hazirlanan karigim)
eklenmistir. Hiicreler MTT varliginda 3 saat boyunca % 95 hava ve % 5 CO, ortaminda,
37 °C’de karanhk ortamda inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda, MTT
iceren besiyeri uzaklastirilmis ve olusan formazan kristallerin ¢dziinmesi icin; her
kuyucuga 100 ul DMSO eklenmistir. Plaka 15 dk. 300 rpm’de calkanarak formazan
kristallerinin ¢oziinmesi saglanmistir. Cozilinen formazan kristallerinin olugturdugu renk
siddetinin optik dansitesi (OD), Bio-Tek,ELx808-IU marka plaka okuyucuda 570 nm
dalga boyunda okunmustur (Mosmann 1983).

OD degerlerinin artisi, canli hiicrelerin sayis1 ile dogru orantili olarak
degerlendirilmistir. Her bir deney ii¢ kez tekrar edilmis ve sonuglar, negatif kontrol
degerleriyle kiyaslanarak, SPSS Software Version 17 programinda, One Way Anova,

Dunnet-t testi kullanilarak degerlendirilmistir.

2.2.3. Notral kirmizis1 (NR; Neutral Red) alima testi

Bu yontem Amerika Ulusal Toksikoloji Programi Alternatif Toksikoloji
Yontemleri Degerlendirilme Merkezi (NICEATM) tarafindan 6nerilen yonteme uygun
olarak uygulanmistir. Test bilesenleriyle muamele edilmis hiicrelerin 24, 48 ve 72
saatlik bekleme siirelerinin sonunda, medyumlar1 uzaklastirilmis ve hiicreler PBS ile

yikanmistir. Ardindan, her kuyuya taze hazirlanmis NR calisma soliisyonundan 250 pl
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eklenmistir. Plakalar; 3 saat boyunca % 95 hava ve % 5 CO, ortaminda, 37 °C’de
inkiibe edilmislerdir. Siirenin sonunda, NR iceren besiyeri uzaklastirilmis ve 1 kez daha
PBS ile yikanmustir. Hiicrelerden NR’nin ¢ikabilmesi i¢in, her bir kuyuya 100 pl desorb
sollisyonu eklenerek 15 dk. boyunca c¢alkalamali tablada 300 rpm’de, 1siktan korunarak
calkalanmistir. Siirenin sonunda 5 dk. oda sicakliginda bekletilen plakalar Bio-Tek,
ELx808-IU marka plaka okuyucuda 540 nm dalga boyunda okunmustur. Deneyler 3 kez
tekrar edilmis, bulgular negatif kontrol degerleriyle kiyaslanarak, SPSS Software
Version 17 programinda, One Way Anova, Dunnet-t testi kullanilarak
degerlendirilmistir (Test Method Protocol for the NHK Neutral Red Uptake
Cytotoxicity Assay, 2003).

2.2.4. Mitokondri zar gecirgenligi testi

Bu test, Mitocapture Kit’in iiretici firmasinin (Biovision, K-250) onerdigi
protokole uygun olarak yapilmistir. Yapilan MTT ve Notral kirmizist alimi testinin
degerlendirilmesine gore, en uygun doz ve saat belirlenmis ve diger deneyler bu doz ve
saate gore yapilmistir. Buna gore; A549 hiicrelerinde borik asit i¢in; 5 mM, sodyum
perborat i¢in; 5 mM ve diamonyum tetraborat i¢in 10 mM olarak belirlenmistir. Ayrica,
MCEF7 hiicrelerinde borik asit i¢in 50 mM, sodyum perborat i¢in 75 mM ve diamonyum
tetraborat i¢cin 30 mM olarak belirlenmistir.

Calismalarda 25 cm? flasklarda A549 hiicreleri 3,4x10° sayida ekilerek DMEM
iceren besi yerinde ve % 10 FBS varliginda biiyiitiilmiisler, MCF7 hiicreleri ise; yine
25 cm’ flasklarda 5x10° sayida, % 10 FBS iceren RPMI-1640 besi yerinde
biiytitiilmiistiir.

Bor bilesiklerine maruz birakilmis hiicreler, medyumlar1 uzaklastirilmis ve
Trypsin ile flasklardan kaldirilarak Thoma lami ile 3 kez sayilmig ve 1milyon hiicre
olacak sekilde pellet haline getirilmistir. Ardindan, protokolde belirtildigi iizere
mitocapture soliisyonu ile hiicreler diliie edilmis ve 37C"de % 5 CO, inkiibatériinde 15
dk. bekletilmistir. Boylelikle, boya ile hiicreler birbirine temas etmistir. Santrifiij ile
boya kalintilar1 atilmis ve inkiibasyon soliisyonu ile siispanse hale getirilen hiicreler

lamin iizerine 25 pl damlatilmis ve iizeri lamel ile kapatilip etrafi hava almamasi igin
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oje siiriilmiistiir. Sonugclar, karanlik ortamda, florasan mikroskobu (Olympus 1X70) ile

incelenmistir.

2.2.5 Kaspaz 3 / 8 apoptoz belirleme yontemi

Kaspaz 3 / 8 apoptoz belirleme yontemi, kaspaz 3 ig¢in; kaspaz 3/CPP32
kolorimetrik deney kit’i (Biovision, K-113), Kaspaz 8 i¢in ise FLICE / Kaspaz-8
kolometri deney kiti iiretici firmasinin (Biovision, K-106) onerdigi protokole uygun
olarak yapilmistir. Caligmalarda A549 hiicreleri 25 cm’ flasklara her birinde 3,5x10°
hiicre olacak sekilde ekilerek DMEM igeren besi yerinde % 10 FBS varliginda, MCF7
hiicreleri ise; yine 25 cm” flasklara 5x10° olacak sekilde % 10 FBS igeren RPMI-1640
besiyerinde biiyiitiilmiistiir.

Bor muamelesinin ardindan hiicreler; Thoma lamu ile 3 kez sayilarak 1x10°
hiicre olacak sekilde pellet haline getirilmistir. Protokolde belirtildigi sekilde 50 pl
hiicre liziz soliisyonu eklenmis ve hiicreler buzda 10 dk bekletilmislerdir. Olusan hiicre
ekstrati’n1 ayrigtirmak i¢in hiicreler 1 dk santifiij edilmis ve siipernatan baska bir tiipe
alinmistir. Bu sekilde hiicreler kii¢iik hacimlerde paylastirilarak -80 °C’de saklanmustir.
Hiicrelerin protein miktarlar1 Nanodrop spektrofotometrik cihazinda belirlenmistir.
Kaspaz aktivasyon Ol¢limii i¢in, kaspaz 3’den yaklasik 100 pg kaspaz 8 i¢in ise 100 ug
protein deney tiipiine alinarak, tizerlerine 10 mM DTT igeren reaksiyon tamponundan
50 upl eklenmistir. Deneyler aktif kaspazlarin substratlarini pargalamasi prensibine
dayanmaktadir. Bu sebep ile lizerlerine substratlar1 olarak, kaspaz 3 substrati olarak
DEVD-pNA kaspaz 8 icin ise; IETD- Pna eklenerek karistirllmis ve bu karisim, 37
C”de iki saat bekletilmistir. Beklenen siirenin sonunda Bio-Tek,ELx808-IU marka

plaka okuyucuda 400 nm dalga boyunda okunmustur.
2.2.6. DNA fragmentasyonu ve agaroz jel elektroforezi
Yontem Quick Apoptotic DNA Ladder kiti (Biovision,K120) ile yapilmistir.

Calismada A549 hiicreleri 25 cm® flasklara her birinde 3,4x10° hiicre olacak sekilde
ekilerek DMEM besiyerinde % 10 FBS varhiginda, MCF7 hiicreleri ise; yine 25 ¢cm®
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flasklara 5x10° olacak sekilde % 10 FBS i¢eren RPMI-1640 besiyerinde biiylitiilmiistiir.
Test bilesenleriyle muamele edilmis hiicrelerin bekleme siirelerinin  sonunda,
medyumlar1 uzaklastirilnistir. Once PBS ile yikanan hiicreler, 2x Tripsin-EDTA ile
kaldirilip, Thoma lamu ile sayilmislardir. Hiicreler yaklasik 1x10° olacak sekilde tiiplere
aktarilmiglardir. PBS ile bir kez daha yikanip 5 dk. 500xg’de santrifiij edilmisler ve
ardindan olusan silipernatan ortamdan ¢ikartilmistir. Hiicreleri par¢alamak amaciyla 35
ul TE eklenip hafifce pipetlenmistir. Uzerlerine 5 pl enzim A soliisyonu konup 37 C° de
10dk. bekletilmisdir. 10.dk’nin sonunda iizerlerine 5 pl enzim B soliisyonu konulup 50
%C’de yarim saat beklemeye alinmuslardir. Siirenin sonunda, 5 pl amonyum asetat
eklenip karistirtlarak, 50 pl isopropanol eklenmis ve -20 °C’de 10 dk bekletilmislerdir.
DNA’y1 ¢oktirmek amac ile karisim santrifiij edilmis (13000rpm, 4 °C, 10 dk) ve
siipernatan uzaklastirilmistir. DNA pelleti 500 ul % 70’lik etanol ile yikanmistir.
Etanol uzaklastirildiktan sonra, DNA pelleti 30 ul DNA siispansiyon soliisyonunda
¢Ozdiiriilmiis ve agaroz jel i¢in hazir hale getirilmistir.

Izole edilen DNA’nin goriintilenmesi amaciyla, % 1,2°lik agaroz jel
hazirlanmis ve igerisine 0,5 pg/ml etidyum bromid soliisyonundan 5 pl eklenerek
elektroforez tankina dokiilmiistiir. Jelin donmasinin ardindan, yiikleme boyasi ile
karistirilmis olan 30 pl DNA Orneginden her bir kuyuya yiiklenmis ve 5 v/cm elektrik
akimi altinda 1-2 saat boyunca yiiriitme islemi stirdiiriilmiistiir. Marker olarak Sigma

DNA ladder 123 bp kullanilmustir.
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3.BULGULAR
3.1. MTT Yontemi
3.1.1. A549 akciger adenokarsinom hiicresi
A549 hiicresi lizerine borik asit’in mitokondri aracili sitotoksik etkisi, 24, 48
ve 72 saatlik bekleme siireleri sonunda MTT yoOntemiyle arastirilmistir. 50 mM’1in

iizerindeki borik asit, hiicrelerde toksik etkiye yol agmistir. Bu sebeple, sitotoksik etki

calismalarina 2.5, 5, 10, 25 ve 50 mM konsantrasyonlari ile devam edilmistir.

W24 Saat W48 Saat [172 saat
2000,00~
__ 1500,00~ *
a *
g *
=] *
- ——
& 1000,00 les
a
a * &
e . * s
I *
500,00~
0,00— I | | 1 1 |
kontrol 2,5 5 10 25 50

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.1. A549 hiicresinde borik asit’in mitokondriye dayali sitotoksik etkisi (P< 0.001).

Sekil 3.1°de goriildiigii gibi, borik asit’in A549 hiicreleri tizerine etkisinin ilk
24 saat’te anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Fakat 48. saatte, hiicrelerin kontrole oranla
yart yartya canliliklarini yitirdikleri belirlenmigtir. 72. Saatin sonunda hiicrelerin
kontrole gore sadece 50 mM’lik konsantrasyonunda anlamli etkinin oldugu diger
konsantrasyonlarda anlamli etki olmadigi goriilmiistiir. Bu durum sonucunda, 48. saatte
ICsp degerinin 5 mM oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda test maddesinin A549 hiicresi

tizerindeki etkisi inverted mikroskopu (Olympus IX70) ile goriintiilenmis ve
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Sekil 3.2’de gosterilmistir. Hiicre morfolojileri incelendiginde kontrole oranla fark

gdzlenmemistir. Bunun yaninda hiicre sayisinda azalma kaydedilmistir.

b)
Sekil 3.2. A549 hiicrelerinde a. kontrol, b. 5 mM borik asit’in 48 saat’lik mitokondriye dayal1 sitotoksik
etkisi (X200).

Sodyum perborat’in, A549 hiicreleri {izerine olan sitotoksik etkileri 24, 48 ve 72
saat boyunca, 5, 10, 15, 25 ve 50 mM konsantrasyonlarda arastirilmistir. Sekil 3.3’de
goriildiigii lizere; 5 mM’in iizerindeki tim dozlar hiicreler iizerinde toksik etki

gostermistir. 48 saatlik inkiibasyonun sonunda ICsy degerinin 5 mM’lik konsantrasyon
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oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda test maddesinin A549 hiicresi lizerindeki etkisi
inverted mikroskobu ile goriintiilenmigtir. Sekil 3.4.’de goriildiigli {izere, kontrol
hiicrelerinin elips seklide oldugu, ayni sekilde sodyum perborat’a maruz birakilmig
hiicrelerinde sekillerini koruduklart gézlenmistir. Doza bagl olarak ortamdaki hiicre

sayisinin azaldigi kaydedilmistir.

W24 Saat [H48 Saat 72 saat
3,00-
*
o =
o 200
e *
=
£
] #®
o *
g ey % *
=3 *® % £
I *
1,00- % 5
0,00 1 1 1 1 | 1
Kontrol 25 5 10 25 50

Konsantrasyonlar (mM)

Sekil 3.3. A549 hiicresinde sodyum perborat’in mitokondriye dayali sitotoksik etkisi
(P<0.001).
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b)
Sekil 3.4. A549 hiicrelerinde a. kontrol, b. 5 mM sodyum perborat’in 48 saat’lik mitokondriye dayali
sitotoksik etkisi (X 200).

Test bilesenlerinden, diamonyum tetraborat’in A549 hiicreleri lizerine sitotoksik
etkilerinin belirlendigi 6n ¢alismalar sonucunda; 25 mM iizerindeki dozlarin oldukca
toksik oldugu bulunmustur. Bu yiizden 25, 22, 19, 16, 13 ve 10 mM konsantrasyonlari
denenmis ve maddenin etkileri 24, 48 ve 72 saat boyunca gozlenmistir. 24. saat’te biitlin
konsantrasyonlarda belirgin bir etki gozlemlenirken, 48. saatte etkinin daha da arttig1

saptanmistir ve ICsp degerinin 10 mM olarak belirlenmistir. Ayni1 zamanda test
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maddesinin A549 hiicresi iizerindeki etkisi inverted mikroskopu (Olympus 1X70) ile
goriintiilenmis ve Sekil 3.6’de gdsterilmistir. inceleme sonucu diamonyum tetraborat’la
muamelesi sonucu ortamdaki hiicre sayisinda azalma gozlenirken, morfolojik olarak

kontrole oranla 6nemli herhangi bir farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 3.5. A549 hiicresinde Diamonyum tetraborat’in mitokondriye dayali sitotoksik etkisi (P< 0.001).
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b)
Sekil 3.6. A549 hiicrelerinde a. kontrol, b. 10 mM diamonyum tetraborat’in 48 saat’lik mitokondriye
dayali sitotoksik etkisi (X 200).

3.1.2 MCF7 meme kanseri epitel hiicresi

Borik asit maddesinin MCF7 hiicreleri ile yapilan 6n ¢alismalar1 sonucunda, 45
mM’a kadar olan konsantrasyonlarda anlamli etki goriilmemistir. Bu yiizden deneyler
tekrarlanirken dozlar 45, 60, 75, 100 ve 150 mM olarak belirlenmistir. Sekil 3.7’ye

bakildiginda, 24 saatin sonunda hig¢bir konsantrasyonda kontrole oranla belirgin bir etki
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gozlenmezken, 48 saatte etkinin yliksek miktarda artigi tespit edilmistir. Ayrica, 72.
saatte biitiin konsantrasyonlarda bir etki goriilmiistiir. ICso degeri 48. saatte ve 50 mM
olarak belirlenmis, diger apoptoz belirleme ¢alismalarina bu doz ile devam edilmistir.
Ayn1 zamanda test maddesinin MCF7 hiicresi iizerindeki etkisi inverted mikroskopu
(Olympus IX70) ile goriintiilenmis ve Sekil 3.8’de gosterilmistir. MCF7 hiicrelerinin
flasklarda koloni seklinde bulunduklari goézlenmistir. Kontrolle karsilastirildiginda

borik asitle muamele sonucu hiicre sayisinda belirgin bir azalmagdzlenmistir.
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Sekil 3.7. MCF7 hiicresinde borik asit’in mitokondriye dayali sitotoksik etkisi (P< 0.001).
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b)
Sekil 3.8. MCF7 hiicrelerinde a. kontrol, b. 50 mM borik asit’in 48 saat’lik mitokondriye dayali
sitotoksik etkisi (X 200).

MCFT7 hiicreleri iizerine sodyum perborat’in etkisinin anlasilmasi igin yapilan
caligmalarda 45 mM'a kadar anlamli bir etkinin olmadigindan, 45, 50, 60, 75, 100 ve
150 mM sodyum perborat ile sitotoksisite ¢calismalari siirdiiriilmiistiir. 24 saat sonunda,
hi¢ bir dozda anlaml etki goriilmemesine karsin 48. saatte sitotoksik etkinin doza bagl
olarak arttig1 goriilmistiir, bu c¢alismalarin sonucuna gore, ICsy degerinin 75 mM

olduguna karar verilmistir. Sodyum perborat’in MCF7 hiicresi tlizerindeki sitotoksik
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etkisi inverted mikroskop (Olympus IX70) ile goriintilenmis ve Sekil 3.10°da
gosterilmistir.  Kontrolle karsilagtirildiginda yiizen hiicre sayisinda artis oldugu
gorlilmiistiir. Bu durum sodyum perboratin, kanserli hiicrelerin ortak 6zelligi olan
ylizeye tutunma yetenekerindeki zayiflig: artirdigi diistiniilmiistiir.

W24 Saat 48 Saat 72 saat

1250,00—
1000,00~

750,00~ -

Hiicre Canlihg (OD)

500,00-

250,00~

0,00— 1 I [ 1 1 1
Kontrol 45 60 75 100 150

Konsantrasyonlar (mM)

Sekil 3.9. MCF7 hiicresinde sodyum perborat’in mitokondriye dayali sitotoksik etkisi (P<0.001).
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b)
Sekil 3.10. MCF7 hiicrelerinde a. kontrol, b. 75 mM sodyum perborat’in 48 saat’lik mitokondriye dayali
sitotoksik etkisi (X200).

Diamonyum tetraborat bilesiginin, MCF7 hiicreleri iizerine olan sitotoksik
etkilerinin arastirildigi deneylerde; 5, 10, 30, 45, 60 ve 75 mM konsantrasyonlari
kullanilmigtir. 24 saatte tiim konsantrasyonlarda énemli bir etki gériilmemesine karsin,

48. Saatte etkinin arttig1 goriilmis, ICso degerinin 45 mM olduguna karar verilmistir.
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W24 1. H48 H. Orz2 H.

600,00~ ®

400,00~ = *

Hiicre Canliigi (OD)

200,00~

0,00- ] I |
Kontrol 5 15 30

Konsantrasyonlar (mM)

Sekil 3.11. MCF7 hiicresinde Diamonyum tetraborat konsantrasyonlarinin mitokondriye dayali sitotoksik

etkisi (P<0.001).

Ayn1 zamanda test maddesinin MCF7 hiicresi iizerindeki etkisi inverted
mikroskobu ile goriintiilenmis ve sekil 3.12°de gosterilmistir. Sekilde goriildiigi iizere
kontrole oranlar hiicre sayilarinda belirgin bir azalma gozlenmistir. Ayrica hiicre

morfolojilerinde sayilarinin azalmasina bagli olarak hiicrelerde uzantilar gézlenmistir.
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b)
Sekil 3.12. MCF7 hiicrelerinde a. kontrol, b. 45 mM diamonyum tetraborat’in 48 saat’lik mitokondriye
dayal sitotoksik etkisi (X 200).

3.2. Notral Kirmizis1 Alim Testi Sonuclar:

3.2.1. A549 adenokarsinom hiicresi

Borik asit’in 2.5, 5, 10, 25 ve 50 mM’lik konsantrasyonlarinin A549 hiicreleri

iizerindeki lizozomal aktiviteye dayali sitotoksik etkisi NR testiyle arastirilmigtir. Sekil
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3.13 incelendiginde, 24 saatte anlamli bir etki goriilmemesine ragmen 48 ve 72.
saatlerde sitotoksik etkide bir artig saptanmigtir. 1Cso degerinin 5 mM konsantrasyon
olduguna karar verilmistir.

H24 saat Bss saat 072 saat

1.20—

1,00—

2 080~ *
S 080 -

*
*
*
*
0,60~ * *
*
*
040~ z
* *
*
020~
I | 1 1 I
25 5 10 25 50

Hiicre Canlihg (¢

0,00~ I
Kontrol

Konsantrasyonlar (mM)

Sekil 3.13. A549 hiicresinde borik asit’in lizozoma dayali sitotoksik etkisi (P< 0.001).
Sodyum perborat’in 2.5, 5, 10, 25 ve 50 mM’lik konsantrasyonlarinin A549

hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri arastirildiginda, SmM {izerindeki biitiin dozlarda ve
her ii¢ inkiibasyon siiresinde, canli hiicrelerin sayisinda 6nemli bir azalma goriilmiistiir

ve hem 48 hem de 72 saatlik deneyler i¢in ICsy degeri 5 mM olarak belirlenmistir.

W24 Saat 48 saat 72 saat
1,00-

0,80—

1 (0D)

0,60~

iicre Canlih

=3 0,40—

*

*

& ®
*
Icso 5
0,20~ * % R * #
H_‘ i_*‘
[ [ | | |
2,5 5 10 25 50

H

1
kontrol

Konsantrasyonlar (mM)

Sekil 3.14. A549 hiicresinde sodyum perborat’in lizozoma dayali sitotoksik etkisi (P< 0.001).
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A549 hiicreleri iizerinde diamonyum tetraborat’in  sitotoksik etkisi
aragtirildiginda, 25 mM’in lzerinde hiicrelerin canliliklarin1  koruyamadiklari
doriilmiistiir. Bu nedenle, 10, 13, 16, 19 ve 22 mM diamonyum tetraborat ile NR
caimalart stirdiriilmistiir. Sekil 3.15°de goriildiigli lizere, 48. saatte 1Csy degeri 10

mM’dir.

Hcum BGunz O cuns
1,20
1,00~
=}
] 080~
B i .
a 00—
£
]
z ]
40 E
020
0,00— ] 1 1 1 1 1
Kontrzl 10 13 16 19 F
Kaonsantrasyonlar (mb)

Sekil 3.15. A549 hiicresinde diamonyum tetraboratin lizozoma dayali sitotoksik etkisi (P< 0.001).

3.2.2. MCF7 meme kanseri epitel hiicresi
Borik asit’in MCF7 hiicresi tlizerine sitotoksik etkisi; 25, 50 ve 75 mM’lik

konsantrasyonlar kullanilarak incelenmistir. 24 saatte anlamli bir etki goriilmemigken,

48. ve 72. saatlere kontrole oranla daha diisiik bir etki oldugu saptanmistir.
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W24 Saat 48 saat 72 saat
0,25—

0,20— *

0,15—

Hiicre Canhhigi (OD)

=
=
=

I

0,05—

0,00—
Kontrol 25 50

Konsantrasyonlar (mM)

Sekil 3.16. MCF7 hiicresinde borik asit’in lizozoma dayal sitotoksik etkisi (P<0.001).

Sodyum perborat’in MCF7 hiicreleri iizerine olan etkisinin sitotoksik olarak
arastirilmasinda kullanilan konsantrasyonlar; 50, 75 ve 100 mM’dir. Degerlendirmenin
sonucunda, 24 saatte biitiin dozlarin sitotoksik etkiye sahip oldugu goézlenmistir. 48.
saatin sonunda, ozellikle 75 mM’lik konsantrasyonda, canli hiicre sayisinin kontrole

oranla yariya indigi gézlemlenmis ve ICsy degerinin 75 mM oldugu anlasilmistir.

W24 Saat 48 Saat [72 Saat
025-

0.20-

015=

Hiicre Camhig (OD)

005

0,00~

100 2,00 3,00
Konsantrasyonlar (mM)

Sekil 3.17. MCF7 hiicresinde sodyum perborat’in lizozoma dayali sitotoksik etkisi (P< 0.001).
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Diamonyum tetraborat’in 15, 30 ve 45 mM’lik konsantrasyonlarinin MCF7
hiicreleri lizerine olan sitotoksik etkisinin arastirilmasi sonucunda, 24, 48 ve 72. saat

sonunda doza bagl etki goriilmiistir.

M 24 Saat M 48 Saat 72 Saat
0,25—
0,20—
o
e
& 0,15- s =
- %
8 = Ity *
o ®
5 0,10-
I
*
*
*
- I I I I
0,00— I [ 1 1
Kontrol 15 30 45

Konsantrasyonlar (mM)

Sekil 3.18. MCF7 hiicresinde diamonyum tetraborat’in lizozoma dayali sitotoksik etkisi (P< 0.001).

3.3. Mitokondri Zar Biitiinliigu Testi

Mitokondri zar biitiinliigii belirleme yontemi; materyal yontem boliimiinde de
anlatildig1r gibi, hiicrelerin mitokondri zarinda veya hiicre sitopldzmasinda biriken
floresan boyanin farkli renklerde yaptig1 ismmmanin florasan mikroskobu ile tespit
edilmesi temeline dayanmaktadir. Test maddesindeki boya, saglikli hiicrelerde
mitokondrinin i¢ine girerek orada birikmekte ve florasan 15181 altinda parlak kirmizi bir
renk almaktadir; Ote yandan apoptotik hiicrelerde mitokondriyal transmembran
potansiyeli bozuldugundan, verilen boya mitokondri icinde birikememekte aksine
sitoplazma i¢inde monomer halinde kalmakta ve parlak yesil bir renk vermektedirler.
Olusan florasan sinyaller sayesinde hiicreler florasan mikroskobu altinda FITCH veya
rodamin filtreleriyle tayin edilmektedir (Heiden 1997). Bu calismada, bor bilesenlerinin
onceden belirlenen ICsy degerleri ve inkiibasyoon siireleri uygulanmistir. Sonugclar;
hiicrelerden ¢ikan yesil ve kirmizi renk veren florasan sinyallerin florasan

mikroskobunda (Olympus 1X70) gériintiilenmesiyle gore degerlendirilmistir. Incelenen
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preparatlarda, kirmizi renkli saglikli ve yesil renkli apoptotik hiicreler sayilmis ve
toplam hiicre sayilarmma gore yiizdelik oranlari hesaplanmistir. Deneyler 2’ser kere

tekrar edilmis ve sonuglar, ortalamalar1 alinarak degerlendirilmistir.

3.3.1. A549 adenokarsinoma hiicresi mitokondri zar biitiinliigii testi

Borik asit’in, A549 hiicrelerine olan apoptotik etkisi mitokondriyal zar
biitiinligli bakimindan arastirildiginda; hiicrelerin % 80’inin borik asit etkisiyle
apoptoza girdigi belirlenmistir. Bu durum pozitif kontrol olarak kullanilan 7,5 mM
cisplatin uygulamasindan elde edilen sonuca oldukca benzerdir. Apoptotik hiicrelerin
fotograflar1 Sekil 3.19°da verilmistir.

Sodyum perborat’in; A549 hiicreleri iizerine olan etkileri, incelendigi zaman,
etkisinin borik asit kadar etkili olmamakla beraber kontrole oranla yiiksek apoptoz
aktivitesi oldugu gozlenmistir. Hiicrelere verilen 5 mM’lik konsantrasyonun 48. saatteki
etkisi incelenmis ve apoptoz oraninin % 65 oldugu saptanmustir.

Diamonyum tetraborat’mn A549 hiicrelerine olan etkilerine bakildiginda ise;
apoptoz etkisinin diger incelenen test bilesenlerine kiyasla az oldugu goriilmektedir.
Hiicrelere verilen 10 mM’lik konsantrasyonun 48. Saat sonundaki apoptoz oraninin %
58 oldugu belirtilmistir.

Sonuglar, A549 i¢in Tablo 3.1, Sekil 3.19 ve Sekil 3.20’de; MCF7 igin ise
Tablo 3.2, Sekil 3.21 ve Sekil 3.22’de sunulmustur.
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Sekil 3.19. A549 hiicresi; a. 5 mM borik asit, b. 5 mM sodyum perborat, c. 10 mM diamonyum
tetraborat, d. kontrol, p: apoptotik hiicre, s: saglikli hiicre (X 400).
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Sekil 3.19. (Devam) A549 hiicresi; a. 5 mM borik asit, b. 5 mM sodyum perborat, c. 10 mM diamonyum
tetraborat, d. kontrol, p: apoptotik hiicre, s: saglikli hiicre (X 400).
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Cizelge 3.1. A549 hiicrelerinde deney maddelerinin etkisiyle olusan apoptoza ugramis ve saglikli

hiicrelerin toplam sayilari ve % oranlari.

Kontrol 3867 119 3

Cisplatin (7,5 mM) 460 379 83

Borik asit (5 mM) 1810 1455 80

Sodyum Perborat (5 mM) 539 349 65

Di amonyum tetraborat (10 mM) |1174 670 58
(%) A549

80
B8O
70
60
50
40
30
20
10

0

Kontrol Cisplatin Borik asit sodyum Diamonyum
perborat tetraborat

Sekil 3.20. A549 hiicrelerinde deney maddelerinin etkisiyle olugan apoptoza ugramis hiicrelerin %

oranlari.

3.3.2. MCF7 meme epitel hiicresi mitokondri zar biitiinliigii testi

Borik asit’in, MCF7 hiicrelerine olan apoptotik etkisi mitokondriyal zar
biitiinliigli bakimindan arastirildiginda; hiicrelerin % 74’lniin borik asit etkisiyle
apoptoza girdigi belirlenmistir. Apoptotik hiicrelerin fotograflar1  Sekil 3.21°de
verilmigtir.Sodyum perborat’in; MCF7 hiicreleri iizerine olan etkileri, incelendigi
zaman, etkisinin borik asit’e esdeger oldugu goriilmiistiir. Sodyum perborat etkisiyle
apoptoza giren hiicreler % 74’likk oranla, kontrole gore yiiksek apoptoz aktivitesi
gostermistir. Diamonyum tetraborat’in MCF7 hiicrelerine olan etkilerine bakildiginda

ise; apoptoz etkisinin diger incelenen test bilesenlerine kiyasla az oldugu goriilmektedir.
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Hiicrelere verilen 10 mM’lik konsantrasyonun 48. Saat sonundaki apoptoz oraninin %

65 oldugu belirtilmistir.

b.

Sekil 3.21. MCF7 hiicresi; a. 50 mM borik asit, b.75 mM sodyum perborat, ¢. 45 mM diamonyum
tetraborat, d. kontrol, p. apoptozlu hiicre s. saglikli hiicre, (X400).
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Sekil 3.21. (Devam) MCF7 hiicresi; a. 50 mM borik asit, b.75 mM sodyum perborat, c. 45 mM
diamonyum tetraborat, d. kontrol, p. apoptozlu hiicre s. saglikli hiicre (X400).
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Cizelge 3.2. MCF7 hiicrelerinde deney maddelerinin etkisiyle olusan apoptoza ugramis ve saglikli

hiicrelerin toplam sayilar1 ve % oranlari.

Kontrol 2850 300 10
Cisplatin (7,5 mM) 450 350 78
Borik asit (50 mM) 1570 1160 74
Sodyum Perborat (45 mM) 610 450 74
Di amonyum tetraborat (30 mM) 910 340 39

Kontrol  Cisplatin  Borik asit Sodyum Di
Perborat amonyum
tetraborat

Sekil 3.22. MCF7 hiicrelerinde deney maddelerinin etkisiyle olugsan apoptoza ugramis hiicrelerin %

oranlari.

3.4. Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 Apoptoz Belirte¢ Deneyi

3.4.1. A549 adenokarsinoma hiicresi kaspaz 3 / 8 apoptoz belirtec deneyi

Bor bilesiklerinin A549 hiicrelerinde kaspaz 3 aktivasyonunu artirdigi
gbzlemlenmistir. Sodyum perborat bu hiicrelerde kaspaz 3 ve 8 aktivasyonunda c¢ok
zaylf bir artisa neden olurken, borik asit her iki kaspaz enziminde siddetli bir
aktivasyona sebep olmustur. Diamonyum tetraborat ise, kaspaz 3 aktivasyonunda giiclii

bir artisa yol agarken, kaspaz 8 aktivasyonu iizerine herhangi bir etkisi goriilmemistir.
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(e} A549

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
Kontrol  Cisplatin  Borik asit Sodyum Di
perborat amonyum
tetraborat

W Kasp-3 MW Kasp-8

Sekil 3.23. A549 hiicrelerinde deney maddelerinin kaspaz aktivasyonuna dayali apoptotik etkisi.

3.4.2. MCF7 meme epitel karsinoma hiicresi kaspaz 3 / 8 apoptoz belirte¢ deneyi

MCEF7 hiicreleri ise, bor bilesiklerinin etkisi sonucu kaspaz aktivasyonunda
bakindan etkin hiicreler oldugu gozlemlenmektedir. Kontrol kisminda, kaspaz 3
aktivasyonu oldukca yiiksek olmasinin yaninda; borik asit kontrole yakin bir etki
gostermistir. Sodyum perborat ise; hem kaspaz 3 hem de kaspaz 8 bakimindan oldukca
aktiftir. Diamonyum tetraborat’in kaspaz 3 ve kaspaz 8 aktivasyonunu diger maddelere

oranla az olmakla beraber kaspaz 8 agisindan kontrole yakin bir deger gdstermistir.

(OD) MCF7

0,4

0,3

0,2

0,1

0

Kontrol Borik asit sodyum Diamonyum
perborat tetraborat

B Kasp-3 W Kasp-8

Sekil 3.24.MCF7 hiicrelerinde deney maddelerinin kaspaz aktivasyonuna dayali apoptotik etkisi.
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3.5. DNA Jel Elektroforezi ile Fragmentasyon Tayini

Test bilesenlerinin apoptotik etkisinin belirlenmesi amaciyla, DNA kiriklarinin
gosterilmesi prensibine dayanan agaroz jel elektroforezi; materyal yontem boliimiinde
anlatildig1 gibi, Quick Apoptotic DNA Ladder kiti (Biovision,K120) protokoliine uygun
olarak yapilmistir. Apoptozda DNA, interniikleozomal bolgelerden kirilir ve merdiven
goriintiisii olustururlar. Sonunda kromatin yogunlasmasi ve DNA fragmentasyonu
olusur (Ulukaya 2003).Bu calismada, bor bilesenlerinin 6nceden belirlenen ICsg
degerleri ve inkiibasyon siireleri uygulanmistir. Deneyler 2’ser kere tekrar edilmis ve
sonugclar, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir.

A549 hiicreleriyle yapilan ¢aligmada; kontrolde fragmentasyon goriilmezken,

test bilesenlerinde kirtlmalar gézlenmistir.

Sekil 3.25. A549 hiicrelerinde deney maddelerinin etkisiyle olusan apoptozun etkisi; A. Marker, B.
Kontrol, C. Cisplatin, D. 5 mM borik asit, E. 5 mM sodyum perborat, F. 10 mM diamonyum

tetraborat.

MCF7 hiicreleriyle yapilan ¢alismada; biitiin test bilesenlerinde fragmentasyon

goriilmemistir.
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Sekil 3.26. MCF7 hiicrelerinde deney maddelerinin etkisiyle olusan apoptozun etkisi; A. Marker, B.
Kontrol, C. Cisplatin, D. 50 mM borik asit, E. 75 mM sodyum perborat, F. 45 mM

diamonyum tetraborat.
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4. Tartisma ve Sonuc¢

Bor’un 6nceki boliimlerde ayrintisiyla agiklanmis olan ¢ok sayidaki 6zelligi ve
kullanim alanlar1 g6z Oniine alindiginda, farkli bor bilesenlerinin anti-kanser
ozelliklerinin aragtirilmas1 gerekliligi ortaya c¢ikmistir. Bu nedenle, akciger ve meme
kanseri hiicre hatlarina olan apoptotik etkilerinin arastirilmasi amaciyla borik asit,
sodyum perborat ve diamonyum tetraborat bilesikleri secilmistir. Borik asit disinda
sodyum perborat ve diamonyum tetraborat’in canli yagami ve kanser iizerine etkileriyle
ilgili literatiirde hemen hemen hicbir bulguya rastlanmamistir. Bu ¢alisma, meme ve
akciger kanserleri iizerinde kullandigimiz bor tiirevlerinin etkisi bakimindan alaninda
ilk aragtirmadir.

Bitkiler, hayvanlar ve insanlar {izerine yapilmis bir¢ok ¢alisma bor’un biyolojik
fonksiyonlarda rol oynayan bir iz element oldugunu gdostermistir (Nielsen 2008).
Diinyadaki bor yataklarinin % 72’si lilkemizde bulunmaktadir (Kar ve ark. 2006) ve
Tiirkiye’nin bor bakimindan zengin olan alanlarinda asirlardir kdy ve sehirlerin
kurulmasi, hayvanciligin gelismesi ve bitki Ortiisiindeki c¢esitlik, bor’un canlilarin
yasamasi ve sagligi iizerinde herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigini gostermektedir.

Bor ve tiirevleri lizerine gerek cesitli sanayi dallar1 gerekse canlilar ve gevre
etkilerinin belirlenmesi i¢in arastirilmalara siklikla konu olmaktadir (Dogan ve ark.
2005). Yapilan bir ¢alismada; bor madenlerinin ve liretim tesislerinin bulundugu ve
yore halkiin kusaklar boyu ¢ok miktarda bor bilesenlerine maruz kaldigir Balikesir,
Bursa, Eskisehir ve Kiitahya illerinde, toplumlarin kisirlik (infertilite) oranlari
arastirilmis ve bu illerde yasayan insanlarin kisirlik oranlarinin diger toplumlardan
farkli olmadig1 gézlemlenerek bor minerallerinin kisirliga sebep olmadigi gosterilmistir
(Sayli ve ark. 2003).

Yapilan c¢alismalarda, bor’un giinlik beslenmede alinmasi gereken
elementlerden biri oldugu belirtilmistir (Nielsen 2008, Meacham ve ark. 2001). Cevre
Koruma Ajansi (EPA; Enviromental Protection Agency) tarafindan igme suyunda
bulunmasi gereken bor miktar1 0,6 mg/L. olarak belirtilmis olmasina ragmen (Parks ve

Edwards 2005), mehmet Korkmaz ve arkadaslari’min 2007 yilinda yaptiklar1 bir
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calismada, Tirkiye’nin bor bakimindan zengin (2mg/L.) su kaynaklarinin bulundugu
yorelerde yasayan erkeklerin idrarlarinda, giinliik 6,77 mg bor atildig bildirilmistir.
Diger yandan, bor madeni bulunmayan bolgelerdeki erkeklerin idrarlarinda da 1.26 mg
bor atildig1 belirlenmistir.  Yaklasik on kat daha yiiksek bor mineraline maruz kalan
erkeklerin herhangi bir saglik problemine sahip olmadig1 da yine bu ¢alismada ortaya
konmustur (Korkmaz ve ark. 2007).

Bor’un kemik biiylimesi, farklilasmasi ve kemik olusumunda 6nemli role sahip
oldugu bir ¢aligmaya gosterilmistir. Yapilan ¢alismada; bor’un ancak 1000 ng/ml gibi
ylksek bir konsantrasyonunun hiicrelerin canlilik oraninda azalmaya sebep oldugu
gbzlemlenebilmistir. Yine ayn1 ¢alismada, kemik minerilizasyonu iizerine bor’un etkisi
arastirilmis ve Ca™>, Mg ™ gibi minerallerin emiliminde artis, kemikte mineral kaybinda
azalma belirlenmistir. Diger yandan, kemik dokusunu olusturan hiicreler
(osteblast)’lerin farklilasma ve fonksiyon kazanma mekanizmasinda rol alan cesitli
proteinlerin ekspresyonlarinda borun 6nemli rolii oldugu ortaya konmustur. Yine 100
ng/ml bor varliginda BMP (kemik morfogenetik protein) seviyelerinde de bir artig
oldugu bildirilmistir (Hakk: ve ark. 2010).

Baska bir calismada; boraks uygulanan insan lefositlerinin proliferasyonunda
doza bagl bir azalma goriildiigii bildirilmistir (Pongsavee 2009). Vanadium tetraoksit
ve titanyum dioksit’in insan lenfoma hiicrelerinde olusturdugu proliferasyon indeksinde
azalma, mikronuklus (MN), kromozom hasar1 (CA) ve kardes kromozom degisimi
(SCE)’'nde artma gibi genotoksik etkileri, bu bilesiklerin borik asit ve boraks ile
kombinasyon halinde muamelesi sonucunda, bor bilesenlerinin insan lenfositlerinde
uyarilan genotoksik etkilere ve DNA’da olusturulan hasara karsi direnci arttirdigi
belirtilmistir (Geyikoglu ve Tiirkez 2008, Tiirkez 2008). Deterjan ve agiz saghigi
tirtinlerinde beyazlatici ajan olarak bol miktarda kullanilan sodyum perborat ile yapilan
bir ¢alismada, fare makrofajlarinin ekstrasliiler matrikse tutunma (adherens) indeksi ve
hiicre morfolojisi iizerinde etkili olmadigi, c¢ekirdek morfolojisinin saglikli
makrofajlarla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Asfora ve ark. 2005). 1187 erkek
tizerinde kan, semen ve idrar parametreleri lizerine kronik bor aliniminin etkilerinin

arastirildig1 diger bir ¢alismada, bor madeninde c¢alisan, madenin ¢evresinde yasayan ve
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higbir sekilde bor’a maruz kalmayan erkeklerin kan semen ve idrar parametrelerinde
anlamli bir fark olmadig1 saptanmistir (Robbins ve ark. 2010).

Bu sonuglar gostermistir ki; bor bilesikleri saglikli hiicrelerde sitotoksik ve
genotoksik etkiye sahip degildir, dolayisiyla bor tiirevli maddeler viicuda ilag olarak
aliniminda herhangi bir sikinti olmamasi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde bor tiirevli
maddelerin rahatlikla kullanilabilecegini gostermistir.

Bor’un kanserli hiicre hatlarinin ¢ogalmasini durdurdugunu gosteren ¢aligmalar
son yillarda artis gdstermektedir. Ozellikle borik asit’in prostat kanserinin tedavi ve
engellenmesindeki etkileri birgok ¢alismayla gosterilmistir. Gallardo ve arkadaslarinin
yaptig1 bir calismada, fareler androjene hassas prostat adenokarsinoma (LNCaP)
hiicreleri enjekte edilerek transgenik hale getirilmistir. Bu hayvanlarda borik asit’in
timor gelisimini % 38 oraninda baskiladigi, ayn1 zamanda plazma PSA (prostat spesifik
antijen) seviyesini de % 88 oraninda diisiirdiigii gosterilmistir. Kanserli hiicrelerde
yiiksek seviyede bulunan PSA fibronektin gibi ekstraseliiler matriks proteinlerini
pargalayarak tlimoriin bilylimesine ve metastaz yapmasina sebep olmaktadir. Borik
asit’in PSA seviyesini diislirmesi, prostat kanseri ile miicadelede 6nemli bir bulgudur
(Gallardo-Williams ve ark. 2004). Yine aym ekibin yaptig1 diger bir ¢alismada ise,
borik asit ve NPBA (3-nitrofenil boronik asit)’in prostat kanserinde PSA’nin in vitro
inhibitdrii oldugu gosterilmistir (Gallardo-Williams 2003). Borik asit’in prostat kanseri
tizerindeki hiicresel degisimleri incelenmis, beslenmeyle alinan bor bilesenlerinin
prostat kanseri riskini azalttig1 gosterilmistir. Yapilan bir ¢calismada, borik asit’in DU-
145 prostat kanseri hiicrelerinde, riyanodin reseptorleri tarafindan aktive edilen Ca’
saliimini baskiladigi bildirilmistir. Yine ayn1 ¢aligmada, kandaki borik asit miktarinin
yiiksek tutulmasi sonucunda hiicreler arasi Ca’ salimminmin engellenmesiyle prostat
kanserine yakalanma riskinin azaltilabilecegi Onerilmistir (Henderson ve ark. 2009).
Barranco ve arkadaslar1 da ayni hiicre hattinda yaptig1 bir ¢alismayla borik asit’in NAD"
ve NADPy1 baskilayip Ca™* salimmum engelleyerek kanserli hiicrelerin bityiimesini
durdurdugunu gostermistir (Barranco ve ark.2007). Barranco ve Eckhert tarafindan
yapilan g¢aligmada, borik asit etkiyle prostat kanseri hiicreleri (DU-145)nde yiiksek
oranda graniil, hiicrede biiziilme ve basiklagsma olustugu bildirilmistir. Bunun yaninda,

borik asitin hiicrelerde yaslanma belirteci olan B-galaktozidaz enzim aktivasyonunu
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arttirarak hiicrelerin yaslanmasim1 hizlandirdig1 gosterilmistir (Barranco ve Eckhert
2004).

Insan kemik iligi kanseri olan K562 hiicrelerinde borik asit’in hiicre ¢ogalmasini
doz ve zamana bagl olarak engelledigi gozlenmistir. 12 mM borik asit ile 96 saat
boyunca inkiibe edilen hiicrelerin ¢ogalmasinin % 83 oraninda azaldig: belirtilmistir
(Ah ve ark. 2010). 2008 yilinda Mahabir ve arkadaslarinin yaptigi bir calisma,
kadinlarda beslenmeyle bor aliminin akciger kanserine yakalanma riskinin azaldigini
gostermistir (Mahabir ve ark. 2008).

2007 yilinda yapilan bir ¢alismada borik asit ve sodyum tetraborat’in 16semi
hiicreleri ve saglikli insan lenfositleri {izerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri
aragtirtlmistir. Buna gore saglikli lenfositlere oranla akut 16semi hiicrelerinde bor
bilesenlerinin daha fazla apoptotik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Borik asit’in
genotoksik etkisi her iki hiicre grubunda da zayif oranda goriliirken, akut 16semi
hiicrelerinde mitokondrilerde bozulmaya yol actig1 bildirilmistir. Akut ldsemi
hiicrelerinde her iki bor bilesiginin sitotoksik etkiye sahip oldugu gozlenmis, saglikli
lenfositlerde ise sadece zayif oranda bir sitotoksik etki rapor edilmistir. Bu etkinin
mitokondri iizerinden gergeklestigi anlagilmistir (Cantiirk 2007).

Bir proteozom inhibitdrii olan bortezomib (Velcare® dipeptid boronik asit
analogu), ilk kez 1995 yilinda sentezlenen ve ticari olarak piyasaya siiriilen bir
kemoterapotik ilagtir ve miyeloma, kronik ldsemi, prostat, pankreas ve kolon
kanserlerinin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir (Adams ve Kauffman 2004).
Yapilan bir calismada, hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde bortezomib’in doz ve
zamana bagimli olarak hiicre canliligin1 azalttig1 gériilmiistiir (Baiz ve ark. 2009). 2010
yilinda yapilan bagka bir ¢caligmada ise, Hodgkin’s lenfoma kanserinin alt tipi olan MCL
(mantle lenfoma) kanserinde bortezomib etkisi arastirilmistir. p53 ile MDM2 (Murine
Double Minute 2) proteini arasindaki etkilesimi inhibe etme 6zelligine sahip, MDM?2
antagonisti olan Nutlin-3 molekiilii ile bortezomib kombinasyonunun MCL hiicreleri
tizerinde mitokondriyel yolak iizerinden apoptozu indiikledigi gosterilmis ve bu
kombinasyonun Hodgkin’s lenfoma tedavisinde kullanilabilecegi onerilmistir (Jin ve

ark. 2010).
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Insan deri melanoma hiicreleri iizerine yapilan diger bir calismada ise, borik
asit’in melanoma hiicrelerin (SK-MEL28) ¢ogalmasini durdurdugu belirtilmistir. FTIRI
(fourier transform infrared imaging) analiz sistemi sonuglarina gore, borik asit’in
hiicrelerin lipit/protein oranlarinda anlamli bir degisiklige yol a¢madigi, niikleik
asit/protein oraninda ciddi bir azalmaya sebep oldugu ve aymi zamanda hiicrenin
apoptoza yoneldigi bildirilmistir (Acerbo ve Miller 2009).

Calismamizda borik asit, sodyum perborat ve diamonyum  tetraborat’in
sitotoksik ve apoptotik etkileri meme ve akciger kanser hiicrelerinde farkli yontemlerle
gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda borik asit’in doza bagh sitotoksik etkisi ancak 48
saatlik inkiibasyon sonunda, 50 mM gibi yiiksek bir konsantrasyonda godzlenmistir.
Scori ve arkadasglarinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleriyle yaptig1 bir ¢aligmada
ise, borik asit’in doza bagli sitotoksik etkisi arastirilmis ve 22,5 mM borik asit
uygulandiginda, 24 saatin sonunda % 40 oraninda sitotoksik etki tespit edilmistir (Scori
ve ark. 2008). Hem bu ¢aligmanin hem de bizim ¢alismamizin bulgularina gore, borik
asit’in meme kanseri hiicreleri {lizerinde zayif sitotoksik etkiye sahip oldugu
anlagilmistir. Ancak iki calismanin sonuglart kiyaslandiginda, sitotoksik etki
bakimindan bir fark goriilmektedir. Bizim bulgularimiz, borik asit’in meme kanseri
hiicreleri (MCF-7) tizerindeki sitotoksik etkisinin daha zayif oldugunu goéstermistir. Bu
farkliligin iki ayr1 ¢alismada kullanilan meme kanseri hiicre hatlarinin farkli olmasindan
kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Baska bir calismada; fenilborik asit ve borik asit’in meme kanseri hiicre hatlari
olan ZR-75-1 ve MCF7 hiicreleri iizerinde hiicre proliferasyonuna ve apoptoza olan
etkileri arastirilmistir. Sonu¢ olarak; borik asit ve fenilborik asit’in hiicre
proliferasyonunda doza bagl etkisinin oldugu belirtilmistir. Yine ayni ¢alismada, hiicre
olim nedenlerinin, apoptoz ya da nekrozdan hangisinden kaynaklandigi morfolojik
olarak arastirllmis ve hiicre oOliimlerinin apoptozla gerceklestigi tespit edilmistir
(Elegbede 2007). Bizim c¢alismamizda da bor bilesenlerinin yalmzca yiiksek
konsantrasyonlarinda sitotoksik etki goriilmiistiir. Mitokondriyal zar gecirgenligindeki
degisimin morfolojik olarak incelenmesi sonucunda, hiicre 6liim seklinin apoptoz
yoluyla gerceklestigi 6zgiil olarak florasan yontemlerle gosterilmistir. Bu bilgi, meme

kanserinde borik asit i¢in elde ettigimiz bulgular1 desteklemektedir.
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Apoptoz belirleyici parametrelerden olan mitokondri zar biitiinliiglindeki
degisim incelendiginde, meme kanseri hiicrelerinin borik asit etkisiyle diger bor
bilesenlerine goére daha biiylik oranda (% 70) apoptoza yoneldikleri ortaya konmustur.
Mitokondrinin apoptozun diizenlenmesinde anahtar rol oynadigi bir¢cok ¢aligmada rapor
edilmistir (Lee ve Kleiboeker 2007, Chen ve ark. 2009). Memelilerde Bcl-2 protein
ailesi, apoptozun mitokondriyel yolaginda gorev alan “apoptoz iliskili proteinler”
olarak bilinmektedirler. Mitokondri yiizeyine baglanarak hiicre igine Sitokrom C
salinimini baslatirlar. Iyonize radyasyon, kemoterapotik ajan uygulamasi ve reaktif
oksijen tiirleri gibi stress kosullari, Bcl-2 protein ailesi iiyelerinden bax ve bak
mitokondri zarinin segici gegirgenligini bozarak sitokrom C’nin sitoplazmaya fazla
miktarda salinimina yol agmakta ve bu sekilde apoptozu indiiklemektedirler (Yonekawa
ve Akita 2008). Bcl-2 proteini ise, bax ve bak proteinlerini inhibe ederek apoptozu
engellemektedir. Bizim ¢alismamizda sitoplazmadaki sitokrom C seviyeleri
degerlendirilmis ve borik asit etkisiyle meme kanseri (MCF7) hiicrelerinin
sitoplazmasinda sitokrom C seviyelerinde onemli Olgiide artis gozlenmistir. Bunun
yaninda, ¢calismamizda borik asit’in meme kanseri hiicrelerinde apoptoz mekanizmasini
ic ya da dis yolaktan hangisiyle baslattigin1 belirlemek adina, kaspaz 3 ve 8
aktivasyonlar1 belirlenmistir. Bilindigi tizere; kaspazlar bir¢ok apoptotik yolakta rol
oynayan molekiillerdir. Kaspaz aktivasyonunu diizenleyen faktorlerin ortaya
cikarilmasi; kanserli hiicrelerin apoptoza yonelme mekanizmalarini anlayabilmek ve
yeni tedavi stratejilerini belirleyebilmek acisindan ¢ok onemlidir (Odonkor 2008).
Kaspaz 8 baslatic1 kaspaz iken kaspaz 3 efektoér kaspaz olarak gorev yapmaktadir (Li
2010). Yapilan bir calismada; borik asit’in meme kanseri iizerindeki apoptoza olan
etkisinin FAK (fokal adhezyon kinaz) proteiniyle olan iligkisi aragtirllmigtir. Bir¢ok
kanserli hiicre hattinda yiiksek miktarda iiretilen ve integrin iligkili sinyal yolaginda
gorev alan FAK proteini ilizerinde olusan fosforilasyon, apoptozu baskilamakta ve
hiicreyi goge stiriiklemektedir. Yapilan calismanin sonucunda, borik asit’in meme
kanseri hiicrelerinde FAK fosforilasyonunu 4 kat azaltirken kaspaz 3 seviyesini
arttirdigr belirtilmistir (Meacham ve ark. 2010). Bizim c¢alismamizda da borik asit
etkisiyle kaspaz 3 aktivasyonunda 3 kat artis gézlenmis ancak, kapsaz 8 seviyesinde

zay1f bir artig gézlenmistir. Goriilen bu etki Meacham’in bulgulartyla uyumludur.
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Mitokondri zar gegirgenligindeki degisim ve kaspaz aktivasyonlan ile ilgili
bulgular birlikte degerlendirildiginde, borik asit’in meme kanseri hiicrelerini
mitokondriyal (i¢) yolak iizerinden apoptoza yonelttikleri diigiiniilmektedir.

Sodyum perborat bilesiginin meme kanseri iizerinde yaklasik % 70 oraninda
mitokondriyel yolaktan apoptoza yol actifi tespit edilmistir. Ancak, kaspaz
aktivasyonlar1 dlgiildiiglinde hem kaspaz 3 hem de kaspaz 8’in esit oranda ve kontrole
gore 4 kat yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu bulgu apoptoz mekanizmasinin i¢ ya da dis
yolaktan hangisiyle gerceklestigini belirlememiz bakimindan oldukg¢a ilging bir
sonugtur. Bilindigi gibi, i¢ yolak aktif oldugunda mitokondriyel sitokrom C’nin
sitopldzmaya ¢ikmasi ve apoptozom olusumuyla apoptoz baslamaktadir (Bonaféve ark.
2009). Devaminda kaspaz 3’lin aktivasyonunda artis gézlenmektedir. Dis yolak aktif
oldugunda ise, kaspaz 8 aktivasyonunda anlamli bir artis gozlenmektedir. Bizim
bulgularimizda ise her iki kaspaz aktivasyonunun da yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Barbero ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada, kaspaz 8’in aktivasyonundaki artigin
hiicrelerin metastaz faaliyetinde etkin oldugu belirtilmistir Yine ayn1 ¢aligmada kaspaz 3
ve 8’in birlikte aktif oldugunda, apoptoz tehlikesi altindaki hiicrelerde metastaz goriilme
sikliginda azalmaya neden oldugu da belirtilmistir (Barbero ve ark. 2009). Bu bilgi,
bizim sodyum perborat i¢in elde ettigimiz bulgular1 desteklemektedir. Sonug¢ olarak;
sodyum perborat’in meme kanseri hiicresinde apoptozu i¢ (mitokondriyel) yolakla
uyardig1 ve kaspaz 3 ve 8 aktivasyonlarindaki artisin da meme kanseri hiicrelerinin
metastaz egilimini azaltmak yoniinde etki gosterdigi diistiniilmiistiir.

Diamonyum tetraborat bilesiginin meme kanseri hiicrelerini mitokondriyel yolak
tizerinden yaklasik % 40 oraninda apoptoza yoOnelttigi belirlenmistir. Ancak bu bilesik
hiicrede kaspaz 8 aktivasyonunda anlamli bir artisa neden olmustur. Meme kanseri
hiicresinde diamonyum tetraborat’in dig yolak ile apoptozu baslattigi diistiniilmektedir.
Sitoplazmada Sitokrom C miktarindaki zayif artisin apoptozun gec evrede tespit
edilmesinden kaynaklandig1 ve yine sodyum perborat’ta oldugu gibi hiicrelerin metastaz
egilimlerini diisiirdigli tahmin edilmektedir. Yapilan literatiir calismalarinda, hem
sodyum perborat hem de diamonyum tetraborat’in meme kanseri hiicrelerindeki
sitotoksik ve apoptotik etkileri ile ilgili yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Arastirmamiz bu alanda ilk 6n calisma niteligindedir. Her iki bor bileseninin gerek
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meme kanseri gerekse diger kanser tiirleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesi ve olasi
etkilerin mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in ileri seviyede arastirmalarin yapilmasi
gerekmektedir.

Akciger kanseri hiicrelerinde (A549), borik asit, sodyum perborat ve diamonyum
tetraborat’in 5-10 mM arasinda degisik konsantrasyonlari kullanilarak yapilan
calismalarda doza bagl sitotoksik etki gosterdikleri saptanmistir. Her {i¢ bor bilesiginin
de akciger kanseri (A549) hiicrelerinde cogalmay azalttig1 belirlenmistir.

Borik asit bilesigi akciger kanserli hiicrelerde giiclii apoptotik etki gdstermistir.
Yaklasitk % 80 oraninda mitokondriyal yolak iizerinden hiicrelerin apoptoza
stiriiklendigi goézlenmistir. Bununla birlikte, kaspaz aktivasyonlar dl¢iildiigiinde kaspaz
3’tn 3 kat kaspaz 8’in ise, 4 kat artis gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgu apoptoz
mekanizmasinin i¢ ya da dis yolaktan hangisiyle oldugunun belirlenmesi acisindan
sagirtict bir bilgidir. Meme kanserinde oldugu gibi, FAK fosforilasyonunu azaltarak
kanser hiicrelerinin go¢ yeteneklerini kisitlayarak metastaz egilimini azalttigi (Meacham
ve ark. 2010) ya da apoptoz tehlikesi altindaki hiicrelerde kaspaz 3 ve 8’in birlikte aktif
olarak, metastaz goriilme sikligini azalttigt yorumu yapilabilmistir (Barbero ve ark.
2009). Ancak, farkli bir g¢alismada POX (Prolin oksidaz) enzimi’nin DLD-1
(Kolorektal kanser)’de hem i¢ hem de dis yolag: aktive ettigi belirtilmistir (Liu ve ark.
2006). Bizim calismamizda da borik asit hem kaspaz 8 aktivasyonunu artirdigi hem de
mitokondriyal yolakta etki gostermesi sebebiyle, i¢ ve dis yolagin her ikisinin de etkin
olabilecegi diisiiniilmiigtiir. Borik asit’in akciger ve meme kanseri hiicrelerinde
sergiledigi apoptotik etkinin hangi mekanizmayla gerceklestiginin kesin bigimde
anlasilmasi i¢in apoptoz yolaklarinda ise karisan diger genlerin ekspresyon seviyelerinin
ve eksprese edildikleri siireglerin belirlenmesi gerekmektedir.

Sodyum perborat ve diamonyum tetraborat bilesiklerinin akciger kanserinde
mitokondriyal yolaktaki apoptotik etkisinin yaklasik olarak sirasiyla % 65 ve % 55
oraninda oldugu belirlenmistir. Ancak bilesiklerin kaspaz 8 aktivasyonlarinda herhangi
bir etki goriilmemis, kaspaz 3 oranlarinda ise sodyum perborat’ta ¢ok zayif bir artis ve
diamonyum tetraborat’ta ise, 2 katlik bir artis oldugu gozlenmistir. Akciger kanseri
hiicresinde sodyum perborat ve diamonyum tetraborat’in i¢ yolak ile apoptozu baslattigi

diisiiniilmektedir. Akciger kanseri ile ilgili yapilan literatiir taramalarinda, bor
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bilesenlerinin apoptotik ve sitotoksik etkilerini gosteren verilere rastlanmamistir.
Aragtirmamiz bu alanda ilk 6n calisma niteliginde olmasi sebebiyle, sonuclarimizin
kiyaslanacagi bir literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Gozlenen etkilerin farkli apoptoz
belirleme yontemleriyle tekrarlanmasi ve apoptoz yolaklarindaki genlerin ekspresyon
seviyelerinin tespit edilmesi gerekmektedir.

Arastirmamizda, borik asit bilesiginin meme kanseri hiicrelerinin akciger kanseri
hiicrelerine oranla daha yiiksek konsantrasyonda sitotoksik etkisi goriilmiistiir. Ayrica
meme kanserinde % 70 oraninda bir apoptotik etkiye sahipken akciger kanserinde bu
oranin % 80 oldugu saptanmistir. Bu durum akciger kanseri hiicrelerinin borik asit’e
daha duyarli oldugunu diisiindiirmektedir.

Sodyum perborat ile ilgili yapilan g¢alismalarda meme kanserinde yiiksek
konsantrasyonda sitotoksik etki gozlenirken akciger kanserinde sitotoksik etkinin daha
diisiik konsantrasyonlarda ortaya ¢iktigr saptanmustir. Apoptoz belirleme ¢aligsmalari
sonunda, meme kanserinde % 70, akciger kanserinde ise % 65 oraninda apoptoz
belirlenmistir. Bu sonuglar 1s18inda, sodyum perborat’in hem meme hem de akciger
kanserinde esit seviyede apoptoza neden oldugu soylenebilir.

Diamonyum tetraborat’in meme kanseri hiicrelerinde, akciger kanser hiicrelerine
oranla daha yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdikleri saptanmistir.
Yapilan apoptotik degerlendirmeler sonucunda, diamonyum tetraborat’in meme kanseri
hiicrelerini % 40, akciger kanserini % 65 oraninda apoptoza siiriikledigi goriilmiistiir.
Bu durum akciger kanseri hiicrelerinin diamonyum tetraborat’a karst meme kanseri
hiicrelerine gore daha hassas olduklarini diistindiirmiistiir.

Sonug olarak, elde edilen biitiin bulgular degerlendirildiginde, akciger kanseri
hiicrelerinin test edilmis olan bor tiirevlerine kars1t meme kanserinden daha fazla duyarl
oldugu belirlenmistir. Bu farkin, bor bilesenlerinin hiicrelerde baslattiklar1 apoptoz
siireclerinin mekanizmalarindaki farkliliktan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Kullanilan bor bilesenlerinin hem akciger kanseri hem de diger kanser tiirleri
tizerindeki etkilerinin belirlenmesi ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi igin ileri
seviyede arastirmalarin yapilmasit gerekmektedir. Gelecek c¢alismalarimizda, tespit
edilen sitotoksik ve apoptotik etkilerin mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi i¢in sz

konusu yolaklarda ise karisan c¢ok sayida gen gruplarinin ekspresyon seviyelerini
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aragtirmayi, bu gen drlinlerinin birbirleri tzerindeki etkilerini  belirlemeyi
planlamaktay1z. Ayrica, bu mekanizmalarin farkli mekanizmalarla olan olasi
etkilesimlerinin de incelenmesi, kanserle savasta 6nemli adimlar olacaktir. Test edilmis
olan bor bilesenlerinin farkli kanser tiirlerindeki apoptotik etkilerinin de arastirildig
calismalar laboratuvarimizda halen devam etmektedir.

Bor iizerine yapilan calismalarin ilerlemesi ve bor bilesiklerinin ilag ham
maddesi olarak kullanilabilmesi hem yeni tedavi yaklagimlarinin ortaya ¢ikmasina yol
acacaktir. Sitotoksik etkileri son derece diisiik, apoptotik etkileri yiiksek olan ve bir¢ok
farkl1 kanser tiiriinde etkin olabilen boylesi bilesenlerin ila¢ yapiminda etken madde
olarak kullanilmas1 kanser tedavisinde Onemli bir basamak olacaktir. Diinyanin en
zengin bor madenlerine sahip olan {ilkemizin 6z kaynaklariyla gelistirilecek olan bir
kemoterapi ilact daha ucuz maliyetle iiretileceginden, hem kanser hastalarinin hem de
tilkemizin ekonomisine ciddi katkida bulunacaktir. Bu calismanin bor bilesenlerinin
farkli kanser tiirleri iizerindeki etkilerinin belirlenebilmesi adina gelecek caligsmalara

151k tutacag diisiiniilmektedir.
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