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MEN: Multiple endokrin neoplazi
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OZET

Borik asitin mediiller tiroid kanseri hiicrelerinde invazyon, migrasyon,

proliferasyon, apoptoz, hiicre dongiisii ve miRNA'lar iizerine etkileri
Dr. Onurcan YILDIRIM

Mediller tiroid kanseri, tim tiroid kanserlerinin %5-22’ni olusturan, tiroidin
parafolekiler ¢ hucrelerinden gelisen, noéral krest kdkenli oldukca agresif ve
kemoterapdtiklere direngli bir kanser tlradar. Meddller tiroid kanseri de dahil olmak
Uzere kanser, giderek artan insidansi, yeni gelistirilen tani ve tedavi yontemlerine
ragmen oOlum nedenleri arasinda yuUkselen sirasiyla onemli bir halk saghgi
sorunudur. Son yillarda, kanser tedavisinde kullanilan mevcut ajanlara alternatif
olarak yeni biyolojik, kimyasal ya da dogal bilesiklerin test edilmesi populer
arastirma konular1 arasinda yer almaktadir. Bu bilesiklerden bir tanesi olan Bor
elementi kdkenli borik asitin anti-kanserojen, anti-inflamatuar, anti-osteoporotik, anti-
oksidan etkileri oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir. Bu c¢alismanin amaci,
borik asitin TT mediiller tiroid kanseri hiicre hattinda hiicre proliferasyonuna,
invazyonuna, migrasyonuna ve koloni olusumuna ve hicre déngusu ve apoptoz
mekanizmalari (Uzerine etkisinin  ve terapdtik etkinliginin  in  vitro olarak
belirlenmesidir. Borik asitin hiicre canlihdi tzerine etkisi ve %50 letal doz tespiti i¢in
XTT yontemi kullanilmis ve IC50 dozu 48.saatte 35 uM olarak bulunmustur. Hicre
dongusi ve apoptoz ile iligkili genlerin ve proteinlerin ve belirlenen miRNA’larin borik
asit ilavesi altindaki degisimlerini incelemek amaciyla Gergek Zamanh PZR testi
kullanilmistir ve hicre dénglsiinde yer alan proliferasyon ile iligkili genlerden
SiklinD1, SiklinE, CDK4 ve CDKG6'nin ekspresyonlarinin azaldigi, apoptozisde
gorevli Kaspaz-3, kaspaz-9, Bax, NOXA ve APAF-1 gibi apoptozisi indukleyen
genlerin ve proteinlerin ekspresyonlarinin arttigi, Bcl-2 ve Bcl-x gibi anti-apoptotik
genlerin ekspresyonlarinin azaldigi saptanmistir. Ayrica meduller tiroid kanserinde,
kanser agresifiligi ve kétu prognozla iliskili miR-21’in anlamli sekilde azaldigi tespit
edilmistir. Tunel testi kullanilarak doz grubu hicrelerinde apoptozis orani %14 olarak
tespit edilmistir. Matrigel invazyon testi ile doz grubunda invazyonun %30,8 azaldigi,
koloni olugsum testi ile de yine doz grubunda koloni olusumunun %67,9 azaldigi
saptanmistir. Wound healing testi kullanilarak migrasyonun azaldigi ve comet assay
testi ile borik asit ile muamele sonrasi DNA kiriklarinin arttigi tespit edilmistir. Sonug
olarak, gcalisma sonucu elde edilen veriler 1s1ginda, borik asitin meduller tiroid

kanseri ve benzer mekanizmalar ile gelisen diger kanser tirlerinde potansiyel bir

Xl



anti-kanser ajan olarak kullanilabilecedi gosterilmigtir. Bu konuda daha fazla in vitro

ve in vivo galismaya ihtiyac vardir.

Anahtar kelimeler: Meddiller tiroid kanseri, Borik asit, Apoptoz, Hiicre Dénglsu,

mMiRNA

Xl



SUMMARY

Effects of boric acid on invasion, migration, proliferation, apoptosis, cell cycle

and miRNAs in medullary thyroid cancer cells
Dr. Onurcan YILDIRIM

Medullary thyroid cancer, which makes up 5-22% of all thyroid cancers, is a highly
aggressive and chemotherapeutically resistant cancer originating from parafollicular
C cells of the thyroid. Cancer, including medullary thyroid cancer, is a major public
health problem, rising among the causes of death despite its increasing incidence,
and newly developed diagnostic and therapeutic methods. In recent years, testing of
new biological, chemical or natural compounds as an alternative to existing agents
used in cancer treatment has been a popular research topic. One of these
compounds is boric acid originating from the element boron, and studies have
shown that it has anti-carcinogenic, anti-osteoporotic and anti-oxidant effects. The
aim of this study is to determine the therapeutic effects of boric acid on cell
proliferation, invasion, migration colony formation, cell cycle and apoptosis
mechanisms in TT medullary thyroid cancer cell line under in vitro conditions. In
order to determine the effect of boric acid on cell viability and 50% lethal dose, the
XTT method was employed and IC50 dose was found to be 35 yM at 48th hour.
Real-time PCR test was used to investigate changes in cell cycle and apoptosis-
related genes and proteins and identified miRNAs under the addition of boric acid.
According to the Real-time PCR results, it was found that boric acid causes cell
cycle arrest by downregulating of CylinD1, CylinE, CDK4, CDK6. Boric acid also
induces apoptosis by inhibiting of Bcl-2 and Bcl-x and activating of Bax, caspase-9,
caspase-3, NOXA and APAF-1 gene expressions. In addition, miR-21 was
significantly reduced in medullary thyroid cancer which is associated with cancer
aggressiveness and poor prognosis. Using the Tunnel test, the apoptosis rate in the
dose group cells was found as 14%. Matrigel invasion test showed a 30.8%
decrease in invasion in the dose group and colony formation test decreased 67.9%
in the dose group. Using Wound healing assay, it has been found that migration was
reduced and the Comet assay has shown that DNA fractures increased after
treatment with boric acid. In conclusion, the findings of this study have shown that
boric acid can be used as a potential anticancer agent in medullary thyroid cancer
and other cancers caused by similar mechanisms. Further in vitro and in vivo

studies are needed.
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser, yuksek oranda mortalite ve morbidite sebebi olmasi nedeniyle
gunimizin en énemli halk sagligi sorunlarindan biridir. Diinya Saglik OrgUti’niin
verilerine gore 2018 yil igerisinde 18,1 milyon yeni kanser teghisi koyulmus ve 9,6
milyon insan kanser nedeniyle hayatini kaybetmistir. 5 erkekten ve 6 kadindan
birinde yasami boyunca kanser gelismekte ve 8 erkekten biri ve 11 kadindan biri
kanser nedeniyle yasamini yitirmektedir (1). Kanser, genetik, ¢evresel, molekiler ve
hicresel dizeyde degerlendirildiginde, bir hastadan digerine ve kanser tirleri
arasinda degisiklik gosteren kompleks bir hastaliktir (2). Temel olarak kanser,
genetik kararsizlida neden olan genleri, timoér supresdr genleri ve onkogenleri
iceren kansere duyarli genlerdeki mutasyonlar sonucu gelisir (3).Cesitli
mekanizmalar sebebiyle olusan genetik mutasyonlar sonucu, replikasyon kontrol
mekanizmalarindan kagan hicre serileri  kontrolsiiz ¢ogalmaya baslar ve bunun
sonucunda ait oldugu doku ve organda ve metastaz sonucu uzak doku ve
organlarda hasara neden olur.Genetik,kimyasal ve c¢evresel faktorler kanserin

olusumuna sebep olabilir (4).

Tarkiye verilerine bakildiginda, 2018 yilinda tum yas ve her iki cinsiyette
toplam 210.537 yeni kanser vakasi bildirilmigtir. Bunlardan 13.033 (%6,2)'nu tiroid
kanserleri olusturmaktadir. Tiroid kanserleri en sik gériilen endokrin malignitesidir ve
tim didnyada son 3 dekatta insidansi giderek artmaktadir (5). Son verilere gore
dinyada, kadinlarda en sik gorilen 5. kanser turtdur. TUrkiye’de ise kadinlarda

meme kanserinden sonra 2. sirada yer almaktadir (6).

Tiroid kanserleri, tiroid dokusunun epitelyal ve non-epitelyel kisimlarindan
gelisir. Tiroid folikuler epitelinden papiller, folikliler ve anaplastik kanserler koken
alir. Tiroidin diger kanserleri meduller, primer lenfoma, sarkom ve diger organlardan
tiroide yayilan, yani metastaz yapan kanserlerdir. Meduller tiroid kanseri, tiroid
bezinde bulunan, kalsitonin hormonu salgilayan, noral krest kdkenli parafolekiler ¢
hicrelerinden kdken alan nadir bir kanser tiriadur. Tim tiroid kanser tarlerinin %5-
10’ u kadarini olusturur (7). Meddller tiroid kanseri (MTC) vakalarinin ¢gogunlugu
sporadiktir (%75) (sMTC). Geriye kalan olgular ise RET protoonkogeninin germline
aktive edici mutasyonlarinin neden oldugu kalitsal formlardan (Herediter mediiller
tiroid kanseri (hMTC)) kaynaklanmaktadir. Somatik RET gen mutasyonlari sMTC'nin
%40-50'sinde de bulunabilir (8-9). Sporadik MTC’de en yaygin klinik prezentasyon



soliter tiroid noduludir. (%75-95 hastada). Tani aninda hastalarin %70 inde lenf
nodu metastazi, %5-10 kadarinda karaciger, akciger, kemik gibi organ ve dokulara
uzak metastaz mevcuttur (10-11). Herediter MTC, tipik olarak multisentrik ve
bilateraldir. Multiple endokrin neoplazi tip 2 igerisinde yer alir (MEN2A, MEN2B).
Otomozomal dominant kalitilan RET protoonkogenlerindeki germline mutasyonlara
baghdir. MEN 2'li hastalarin yaklasik %98'inde RET geninin 5, 8, 10, 11, 13, 14, 15
ve 16 eksonlarinda germline mutasyonlar mevcuttur. Heretider meduller
karsinomlarda genetik tani, profilaktik total tiroidektomi ile olasi bir kir saglamada
firsat saglar, fakat ¢ogu sporadik tipde tani koyuldugu anda, lenf nodlarina ve
Ozellikle akciger, karaciger ve kemik gibi uzak organlara metastaz mevcuttur.
Gunumuzde her iki tip icinde (sMTC, hMTC) total tiroidektomi ve lenf nodu
diseksiyonundan olusan cerrahi protokol uygulanmaktadir. Dacarbasine,5-
flourouracil ve doxorubicin iceren sistemik kemoterapilerin etkinligi cok dusuktdr
(11). ileri ve metastatik hastalikta kullanilan tirozin kinaz inhibitdrlerinin ise etkinligi

duguk ve yan etki profili yiksektir (12).

MTC tumorogenezini agiklamada RET onkogen mutasyonlari, belirli
seviyede aciklayici mekanizmalar ortaya koymaktadir ancak tamamen vyeterli
degildir. MTC progresyonunda RET'in roll hala iyi aydinlatilamamistir ve 6zellikle
metastatik baglamda, RET'nin farkh sinyal iletim vyollariyla is birligi yaptig
gOsterilmistir (13). Bu baglamda son yillarda MTC ve diger kanser turlerinde
metastaz, progresyon, tumor gelisimi ve benzeri mekanizmalari daha iyi ortaya
koymak adina MicroRNA (miRNA) ile ilgili yapilan ¢alismalar oldukga fazladir.

MicroRNA (miRNA)lar, gelisme, farklilasma, ¢ogalma ve hicre 6limu gibi
temel hicresel sureclerde, bagisiklik ve kanser gibi buyluk biyolojik alanlari etkileyen
onemli duzenleyici islevlere sahip, kanser progresyonunun epitelden mezenkimale
gegcis, invazyon ve proliferasyon gibi gesitli mekanizmalarini kontrol eden, birgok
kritik yolaklardaki kilit molekullerin ekspresyonlarini post-transkripsiyonel olarak
duzenleyen, kiglk kodlamayan RNA gen drlnleridir (14-15). Kodlamayan RNA'nin
bir sinifi olan MicroRNA'lar, tamamlayicic mRNA hedef sekanslarina spesifik
baglanma vyoluyla (tipik olarak 3' c¢evrilmemis dlzenleyici bdlgelerinden) hedef
mRNA'larin bozunmasina ve / veya translasyon isleminin inhibisyona neden olurlar
(16).

TUimodr olusumundaki miRNA'lar icin olasi bir rolde, 6zellikle kanser hicresi
biyolojisinde yer alan genleri hedefleyerek, timoér ilerleticiler veya timor

baskilayicilar olarak iglev gérebilmeleridir. Bu sebeple epitelden mezenkime gegis,



invazyon gibi timoérin metastazini ve progresyonunu artiracak durumlari indikleyen
ya da baskilayan yolaklari (TGF- B sinyal yolagi; gerekli TGF-B reseptor 1
(TGFBR1) ve TGF-B reseptor 2 (TGFBR2)) hedef alan miRNA ekspresyonundaki
normalden sapmalar, bu yolaklarin asiri aktivasyonlarina veya inihibisyonlarina yol
acabilmektedir. Bu oOzelliklerinden dolayr miRNA'lar; tGmoér baskilayici  veya
onkogenik olarak fonksiyon gosteren genler olarak siniflandiriimakta ve ginumuzde
kanser vakalarinda olasi prognostik ve prediktif molekiller olmalari bakimindan
yogun olarak calisiimaktadirlar (17). Ozellikle MTC'deki miRNA’lar (izerine yapilmis
galismalar incelendiginde miRNA 9, 21, 127, 154, 183, 224, 323, 370, 375
ekspresyonlarinin PDCD4 (Programlanmig hiicre olimu proteini 4) molekuler hedefi
Uzerinden arttigi, miRNA 129-5p ve miRNA 200 ‘GUn RET onkogeni Uizerinden down
regulasyona ve yine miRNA 455’in saptanamayan bir gen Uzerinden down reglile
oldugu tespit edilmistir (18-20). Yine yapilan farkli calismalarda miR 9, miR 10a, miR
124a, miR 127, miR 129, miR 137, miR 154, miR 224, miR 323, miR 370 mi rna 375
ve mi rna 21 'in up regule oldugu, up regule olan miRNA 271’in lenf nodu metastazi,
down regule miRNA 200 ailesinin ise uzak metastazlar ile iligkili oldugu saptanmistir
(19-24).

Kanser tedavilerinin maliyeti ,hem bireysel, hemde ulke ekonomileri
agisindan  baylk bir sorun teskil etmektedir.Kanser mekanizmalarinin ayrintil
olarak incelenmesi ve detaylandirilarak ,yapilan calismalarla birlikte daha acgik bir
sekilde ortaya koyulmasi hem ekonomik anlamda hem de hasta saghgi agisindan
oldukgca dnem arz etmektedir (25).Cesitli kanser tirleri icin farkli mekanizmalar ile
kanser hlcresini dldirmeyi yada ¢ogalmasini durdurmayi hedefleyen birgok farkli
tedavi ydntemi mevcuttur.Kemoterapi,radyoterapi,immunterapi ve monoklonal
antikor tedavisi mevcut tedaviler arasindadir.Kemoterapi ve radyoterapi 6zelinde Bu
tedaviler kanser hucrelerini oldurmekle Dbirlikte saglikh hucrelerede zarar
vermektedirler.

in vitro, hayvan ve insan deneyleri, borun, kemik buyimesini ve merkezi sinir
sistemi fonksiyonunu olumlu yénde etkileyen, artritik semptomlari hafifleten, hormon
hareketlerini kolaylastiran ve bazi kanser tlrlerinde risk azalmasi saglayan biyoaktif
bir element oldugunu gostermigtir. Borun, etkilerini biyokimyasal sureglerde yer alan
maddelerin olusumunu ve /veya aktivitesini etkileyerek gosterdigi dusunulmektedir
(26). Bor elementi, icme suyundan ve bitki kokenli gidalardan hemen hemen tama
yakin emilir ve kan dolagsimi iginde borik asit (BA) olarak dolasir (27). Cesitli

antibiyotiklerin yapisinda bakteriler tarafindan kullanilir. Mineral ve hormonal



metabolizmalar, hicre zar fonksiyonlari ve enzim reaksiyonlarinda énemli bir rol

oynamaktadir (28).

Gunlik tolere edilebilir dizeyde tuketildiginde, yeni kesfedilen insan saghgi
Uzerindeki olumlu etkileri nedeni ile borun yeniden dizenlenmesine buyuk ihtiyac
duyulmaktadir. Bu dogrultuda bor ile ilgili yapilan son ¢alismalarda, bor kullaniminin
bazi kanser tdrlerinin insidansinda azalma sagladigi goéraimustar. Gunlik tolere
edilebilir bor alimi ve prostat kanseri arasinda ters bir iliski bulan Cui ve arkadaslari
tarafindan yapilan epidemiyolojik bir calisma ile baglayan slire¢, borun bazi kanser
tiplerinde kanser hicrelerinin buyumesini engelledigini gosteren diger calismalar ile
devam etmistir (29). Prostat ve meme kanseri hicre kiltlrlerinde ve farelerde insan
prostat adenokarsinom tumorleri Uzerinde bor ile yapilan calismalarda borun
apotozisi indikledigi ve tumor proliferasyonu ve migrasyonunu azalttigi goéralmustar.
Borun ayrica servikal ve akciger kanserleri Uzerine de olumlu etkilleri oldugu
saptanmistir (30-34).

Tipda bor kullanimi konusunda giderek artan kanitlar bulunmaktadir.
Destekleyici olgularin birisi de ABD Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan multipl
miyelom tedavisinde kullanilan bor iceren bir molekil olan bortezomibin (Velcade®)
myelom hastalarinda tedaviamaciyla kabul edilmesidir. Bortezomibin memeli
hiucrelerinde proteozomun reversibl bir inhibitdérd gibi davrandigi tespit edilmistir
(35). Kanitlarin birikimi, bor ve bor iceren molekullerin gunluk diyette dogal anti
kanser ajani olarak kullanilabiledini ve borun potansiyel ilaglar igin kaynak olarak
sunulabilecegini gdstermektedir. Bununla birlikte, borun uygun bir sekilde
kullanilabilmesi icin, etki mekanizmalari ve toksisite riski hem in vivo hem de in vitro
olarak yeni yaklagimlarla aydinlatiimalidir.

Bor ve bor temelli molekdller Gzerine yapilan antikanser calismalari ve
meduller tiroid karsinomuyla ilgili miRNA artisi ve azaliginin progresyon ,metastaz
ve invazyon uzerine etkileri ile ilgili yapilan calismalar dikkate alarak bizim bu
calismadaki amacimiz ; TT cell line ( tiroid meduller karsinom hucre kultiru )
uzerinden borik asitin tiroid meduller karsinom hucrelerinde apoptozis,migrasyon
,proliferasyon ve hucre dongusune olan etkilerini ve sectigimiz mi-rna lardaki
(miRNA-21(artmig regllasyon), miRNA-224(artmis regllasyon),miRNA-375 (artmis
regulasyon),miRNA-200 (azalmis regulasyon)) degisimi inceleyerek borik asitin

medyller tiroid kanseri Uzerindeki antikanser etkilerini incelemektir.



2.GENEL BILGILER
2.1.Kanser

Yetiskin bir insanda yaklasik 10*° hiicre bulunur. Bu hiicrelerin organ ve
dokulardaki hlicre doéntsimuini saglamasi igin belirli araliklarla bélinmesi ve
farklilasmasi gerekir. Hlcre cogalmasi ve degisimi, birbirleri ile uyum igcinde galisan
molekller mekanizmalar agi tarafindan yonetilir., Bu ag ayni zamanda
programlanmis hiicre 6limid olarak adlandirilan apoptozisi de dizenler. Hicre
dogumu ve 6limi arasindaki bu dengeyi dedistiren herhangi bir faktérde eksiklik ya
da bozukluk dizeltilemedigi takdirde, etkilenen organ ya da dokudaki hlicre sayisi
da degismis olur ve yeterli zaman sonra bu hucreler klinik olarak saptanabilir

halegelen timorleri olustururlar (36).

Kanserler koken aldigi hicre tiriine gére siniflandirilabilir. Bu turler bes ana
grupta toplanabilir. Bunlar karsinomlar, sarkomlar, I6semiler, lenfomalar ve beyin ve
spinal kord kanserleridir. Karsinomlar, epitel dokudan kéken almaktadir. Epitel doku
hicreleri tim vicudumuzu kaplayarak derimizi olusturur, sindirim sistemi
mukozasini olusturur ve ayrica gogus boslugu ve karin boslugu gibi vicut
bosluklarini sarar. Karsinomlarin, adenokarsinom, bazal hlicreli karsinom, skuaméz
hicreli karsinom ve gegis hlcreli karsinom dahil olmak Uzere farkli alt tipleri vardir.
Sarkomlar, kemik, kas, fibréz doku ve kikirdak gibi bag dokudan gelisen
kanserlerdir. Karsinomlara gbre daha az siklikla goérilurler. Kemik sarkomasi
(osteosarkom) ve yumusak doku sarkomu olarak iki ana gruba ayrilabilirler.
Lésemiler, kemik iliginde Uretilen 16kositlerin kontrolstiz gogalmasi sonucu meydana
gelir. Lenfomalar, lenfoid kokenli kanserlerdir. Lenfoid sistem vicudu tamamen
sardigl i¢cin vicudun herhangi bir yerinde ortaya cikabilirler. Anormal lenfosit
cogalmasi sonrasi lenf nodlarinda kemik ilgi ve dalak gibi diger organlarda
baslayabilir ya da bu organlarda tutulum yapabilirler. Beyin ve spinal kord kanserleri
ise santral sinir sisteminde koken alan kanserlerdir. Daha gok glial hucrelerden
gelisirler ama diger santral sinir sistemi hucrelerinden koken alan kanser turleride

mevcuttur (37).

2.1.1 Kanserin Molekiiler Temeli ve Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Karsinogenez sureci sonrasi farklilagan kanser hicresini normal hucreden
farkh kilan alti ayirt edici 6zellik mevcuttur. Bunlar, blyime faktérlerinden bagimsiz

bir sekilde blylyebilme, blylime karsiti sinyallere duyarsizlik, programlanmis hiicre



6limunden kaginma (apoptoz), replikasyon potansiyelinin korunmasi, anjiogenez ve
metastazdir. Bu 6zellikler malign davranigin altinda yatan temel 6zelliklerdir (Sekil 1)
(38). Son yapilan c¢aligmalarla birlikte bu temel ayirt edici 6zelliklere dort yeni
yaklasim daha  eklenmigtir.  Bunlar, enerji metabolizmasinin  yeniden
programlanmasi, immun yikimdan kacgis, genomik kararsizlik ve inflamasyondur
(Sekil 2) (39)

Stirekli devam eden
proliferatif
sinyal

Biayume karsita
sinyallere karsi
duyarsizlik ve bu
sinyallerden
kaginma

Hicre olumiine kars.
direng

invazyon ve metastaz

Anjiogenezin
R aktivasyonu

uyarilmasl

Replikasyon
potansiyelinin
korunmasi

Sekil 1 Kanser hicresinin 6zellikleri (38) (Hanahan D,Weinberg RA. The hallmarks of cancer ‘dan
modifiye edilmistir.)
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serbest birakma

instabil genom
ve mutasyon

Sekil 2 Kanser hicresinin 6zellikleri (39) (Hanahan D,Weinberg RA. The hallmarks of cancer ‘dan
modifiye edilmistir.)



Kanser hicreleri, buyime faktériiniin kontroliinden c¢ikip, kendi buyimesini
kontrol etmek igin, U¢ ana stratejiden yararlanir:Kendi kendilerini (otokrin) ve komsu
kanser hucrelerini (parakrin) uyarabilen buyume faktérleri Uretir ve salgilarlar,
yuzeylerindeki blylime hormonu reseptorlerinin sayisini, yapisini ve fonksiyonunu
degistirirler, biyime faktéri reseptoérlerinin sinyal yolunu sidrekli bir sekilde acgik
tutarlar ve bu sayede hicreler, buyime faktéri denetiminden kagarak kendi sinirsiz

blylime doéngusunu olusturur ve bunu kontrol ederler (40-41)

Hucrelerde blyimeyi destekleyen sinyal yollari ve faktorler oldugu gibi
bunlara karsi ve bu yolaklari baskilayan, blylime karsiti faktdér ve sinyallerde
mevcuttur. Blylime o6nleyici sinyallere TGF-B (donustirtct blyime faktéri -beta)
gibi ligandlar aracilik eder (42). Hicre reseptorleri Uzerinden cekirdege mesaj
gbnderirler. Bu yollar, temel olarak hicre doéngusi kontrolindedir ve etkilerini
retinoblastoma proteini (Rb), siklinler (CDK), sikline bagimh kinazlar (CDKi) igeren
proteinler araciligiyla olustururlar. Buayime o6nleyici sinyal yollarindaki anormallikler
kanserde olduk¢a yaygindir ve kanser huUcrelerinin hiicre dénglisl boyunca
ilerlemesine yardimci olmada rol oynar. Bu nedenle, Rb ve CDK:i ailesinin Uyelerinin
kaybi ve belirli siklinlerin ve CDK'nin asiri ifadesi ¢ok sayida tiumér tipinde karsimiza
cikar (38,43)

Normal dokularda yeni kan damarlarinin blyumesi (anjiyogenez), pozitif
(proanjiyojenik) ve negatif (anti-anjiyojenik) sinyaller arasindaki dengeye bagli
denetlenir. Kanser hucrelerinde buyume, hucrelerin kan ihtiyacini kargilamadaki
yetenekleriyle yakindan ilgilidir. Temel olarak, kanserler, vaskiler endotel buyime
faktort (VEGF) gibi pro-anjiyojenik proteinlerin Uretimini yeniden dizenleyerek ve /
veya trombospondin-1 gibi anti-anjiyojenik proteinlerin Uretimini azaltarak kendi

anjiogenezlerini dizenlerler (44,45)

Karsinogenez sirecinde hala ¢éziulememis mekanizmalardan biri de, immun
sistemin kanser Uzerindeki roludlr. Son yapilan ve immunsupresif bireylerde, artan
kanser insidansini merkeze alan calismalarla birlikte, immun sistemin bir sekilde
kanser hucrelerini taradigi, tanidigi ve olduruldugu bilinmektedir (46). Normalde
immun sistem i¢in yuksek immunojenik olan kanser hucrelerinin immun sistemin
bilesenlerini devre disi birakarak immun sistemin 6lduricu etkisinden kurtuldugu
dusunulmektedir. Yang ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, kanser hicrelerinin

TGF-b'yi veya diger immunosupresif faktorleri salgilayarak, sizan CTL'leri (sitotoksik



T hacreleri) ve NK (Dogal 6ldurici hicreler) hicrelerini paralize ettigi saptanmigstir
(47).

2.1.2.Kanserin genetik temeli

Karsinogenez, 3 temel gen grubu Uzerinde sekillenir bunlar; onkogenler,
tumor supresor genler ve DNA onarimini saglayan genlerdir. Bu genlerde meydana
gelen mutasyonlar kanser olusumuna neden olur (48). Bu mutasyonlarin sonucu
bazi degisimler meydana gelir bunlar; mikrosatellit kararsizlik, kromozomal yeniden
dizenlenme, tumodr baskilayici genlerin  promotor bdlgelerinin  inaktivasyonu,
onkogenlerin aktivasyonu ve programli hiicre 6liminin (apoptoz) baskilanmasini
icermektedir (39).

Karsinogenez sirecinin baslamasina sebep olan genler, temel anlamda iki
ana mekanizmaya etki eden genler olarak siniflandirabilir. Hicrenin kontrolstiz
bolinmesini ve buylmesini engelleyen ve bunu, hiicre dénglsu, DNA tamiri, hiicre-
hicre iletisimi gibi mekanizmalari denetleyerek yapan genler, tumor supresor genler
olarak adlandirilir. Ornek olarak, hiicre déntginse G1-S fazinda denetleyici rolde
gorev alan p53 bir timor supresoér gendir (49). Kanser olusumu mekanizmalarinda
ana roli olusturan bir diger gen grubu ise proto-onkogen grubudur. Proto-
onkogenler temelde hicre i¢i sinyal iletimini saglayan alici ve verici proteinleri,
baylme faktorlerini, transkripsiyonda rol alan proteinleri kodlarlar. Telomerazlari
kodlayan ve hicrenin apotozis mekanizmalarini denetleyen genlerde proto-onkogen
olarak adlandirilabilir. Proto-onkogenlerde cesitli sebepler sonrasi meydana gelen
mutasyonlar ve asiri gen ifadesi sonucu, proto-onkogenler onkogenlere déndsurler.
Hucre bolunmesinin  kontrolsuz bir sgekilde induklenmesi, angiogenezis ve
apoptozisden kurtulma v.b mekanizmalar sonucu hlicre karsinogenez strecine

girmig olur (50).

2.1.3. Hiicre Dongiisii

Bir hiicrenin genomunu ¢ogalttigi, htcrenin diger bilesenlerini sentezledigi ve
nihayetinde iki yeni hicreye bdlindugu olaylar duzeni, hicre dongusu olarak
adlandirilir. DNA replikasyonu dahil, hlcre bdélinmesiyle iligkili tim streglerin
basarili bir sekilde tamamlanmasi i¢in, bu surecle ilgili tUm genomlarin dizgun ve
birbirleri ile koordineli sekilde ¢alismasi gerekmektedir. Hlcre déngusu temel olarak

iki ana fazda tanimlanir. Bunlar interfaz ve M fazidir (mitotik faz). M fazi, gergek



hucre bolinmesi veya mitozun meydana geldigi fazi temsil eder. M fazi, nukleer
bolunme ile baslar, kromozomlarin ayrigmasi ile devam eder(karyogenez) ve
sitoplazma boélinmesi ile son bulur (sitogenez). Dinlenme fazi olarak adlandirilan
interfaz, hdcrenin hem hdcre bayimesini hem de DNA replikasyonunu duzenli bir
sekilde gergeklestirerek bélinmeye hazirlandi§i zamandir. interfaz, dért agsamaya
ayrilir, Bunlar; GO, G1, S (sentez), G2’ fazlaridir. GO fazi dinlenme safhasidir ve
hicre blyime faktdrt ile uyariimadigi sirece, farklilasmis hicreler bu safhada
beklemektedir. G1 fazi DNA replikasyonun baslamasi ile mitoz arasindaki gecen
sureye karsilik gelir. G1 fazi sirasinda hiicre metabolik olarak aktif ve surekli biyur
fakat DNA'si replike olmaz. S veya sentez fazi, DNA sentezinin veya
replikasyonunun gerceklestigi fazdir. Bu siure zarfinda hlicre basina disen DNA
miktari iki katina ¢ikar, DNA duplikasyonundan sonraki faz ise G2 fazidir. Bu fazda
hicre M fazi igin gerekli proteinlerin sentezine devam eder ve hicre blylimesini
surdurir.M fazinda ise artik hicre bdélinme icin hazirdir. Profaz, prometafaz,
metafaz, anafaz ve telofaz olarak adlandirilan farkli evrelerden gegen hicre, hicre

dongusu sonucunda kendisinin bir kopyasini olusturmus olur (Sekil 3) (51-52).

Devamli doéngiide olan labil Hicreler
{6rn.: epidermis, GiS epiteli)

Kromozom - - £

> s . N
duplikasyonu / G2
Hasarh veya

DNA hasar kontrola == W replike oimamis
(G,/S kontrol noktasi) HUCRE . DNA kontrolGa
DONGUSU - (G2/M kontrol
> Noktast)
-

Kisitlama Noktasi —
™ Mitoz
Sentrozom duplikasyonu ’

Katlenin artisi % Gy

PEPN
(R

SEeSSiZ duragan

= L ==
Hucreler. Hicre

Bélinmesi

Devamli Hucreler
{6rn.: Noronlar, -
Kardiyak miyositier)
“© Elsevier 2005

Sekil 3 Hiicre Dongust (52)( Kumar V, Abbas AK, Fausto N. Pathologic Basis of Disease’den alinarak
modifiye edilmistir.)

2.1.3.1. Hiicre Déngiisiiniin Kontrolii
Hucre icerisinde, hucrenin kendi yasam ve bolunme dongusunun duzgun bir

sekilde ilerleyip ilerlemediginin degerlendirildigi, belirli kontrol noktalari mevcuttur.
Bu kontrol noktalari; G1-S, G2-M ve M kontrol noktalaridir.



2.1.3.1.1. G1-S Kontrol Noktasi

G1-S kontrol noktasi, tim kosullarin hiicre bélinmesinin devam etmesi igin
uygun olup olmadigini belirler. Sinirlama noktasi olarak da adlandirilan G1-S kontrol
noktasi, hicrenin hiicre bélinme islemine geri dénlsimsiz bicimde midehale ettigi
bir noktadir. Bliyume faktorleri gibi dis etkiler, hiicrenin G1-S kontrol noktasindan
gecerek S fazinda dogru ilerlemesine hicre boyutunu belirli bir blytklige getirerek
yardimci olurlar. Yeterli rezervlere ve hiicre boyutuna ek olarak, G1-S kontrol
noktasinda genomik DNA hasari icin de bir kontrol mekanizmasi vardir. Tim
gereklilikleri karsilamayan hicrelerin, S asamasina ilerlemesine izin verilmez. Hicre
donguyu durdurabilir ve sorunlu durumu gidermeye calisabilir veya hiicre G0'a
ilerleyebilir ve kosullar dizeldiginde bagka sinyalleri bekleyebilir (53). G1-S kontrol
noktasinda, hlcrenin bir sonraki asamaya ge¢cmek icin yeterli olup olmadigini ya da
DNA’sinda herhangi bir hasar olup olmadigini anlamak igin isletilen mekanizmanin
en O6nemli proteini p53 proteinidir. p53 proteini hiicreyi DNA hasari ve hicre digi
blylme dlzenleyici sinyallere cevabi agisindan degerlendirir. Codu sporadik ve
familyal kanser tirinde p53 geninde mutasyon tespit edilmistir. Mutasyona
ugramamis bir p53 proteini eger hidcrenin DNA’sinda hata varsa p21 proteinini
uyararak hatanin giderilmesini saglar, hata giderilemeyecek seviyede ise hlicreyi

apoptozise gotirur (49).

G1 fazinda yer alan ve kontrolden goérevli baska proteinlerde mevcuttur.
Bunlar daha ¢ok duzenleme goérevini Ustlenen siklinlerdir. Siklinler, siklin bagimh
kinaz (CDK) enzimlerini ve hicre sentezi igin gerekli olan enzim grubularini aktive
ederek hlcre dongusunun ilerlemesini kontrol eden bir protein ailesidir (54).
Siklinler, CDK (Siklin bagimh kinaz)'lar ile etkilesime girerek, éncelikli olarak aktif
olmayan kompleksler olustururlar. Enzimatik olarak aktif olmayan siklinlerin, CDK’lar
ile olugturdugu kompleksler, CDK’larin aktif bolgelerinin, aktivasyonu ile sonuglanir.
Siklinler, p34 / cdc2 / cdkl proteinleri gibi bagimli kinazlarla birlikte olgunlasma
tesvik edici faktorleri (MPF) olusturur ve MPF'ler fosforilasyon yoluyla diger
proteinleri aktive ederler. Bu fosforlanmis proteinler, sirayla, mikrotibul olusumu ve
kromatin yeniden yapilanmasi gibi dongu bdlinmesi sirasindaki spesifik olaylardan
sorumludur.  Siklinler, omurgali somatik hdcrelerinin  hiicre ddngusindeki
davraniglarina bagh olarak dort sinifa ayrilabilir: G1 siklinleri, G1 / S siklinleri, S
siklinleri ve M siklinleri. G1-S fazinda goérevli siklinler G1 fazinin sonunda yukselir ve

S fazinin erken déneminde duserler. G1-S fazi siklinleri ve CDK’larin olusturdugu
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kompleks, DNA replikasyonunun baglamasini indukler. G1 siklinlerin
konsantrasyonu hlcre dongusu boyunca artar ve G1 siklin-CDK kompleksi hucre
buyumesinden sorumludur. S fazi siklinleride, G1-S fazi siklinleri gibi CDK
kompleksi olusturduktan sonra direk olarak DNA replikasyonunu uyarir. G2 boyunca
ve Mitozun erken fazlarina kadar yulksek seviyelerde eksprese edilirler. M fazi
siklinleri ise M fazi baslangicinda artmaya baslar ve metafazda en ylksek
seviyesine ulasir. Mitotik idlerin bir araya getiriimesi ve kardes kromatitlerin
hizalanmasinda gorev alirlar. Genel olarak bilinen baslica Siklin-CDK kompleksleri,
S fazinda etkin Siklin A/CDK2 kompleksi, G1'den S’e gecisi kontrol eden Siklin
D/CDK4, Siklin D/CDK®6, Siklin E/CDK2 kompleksleri ve G2’'den M fazina gecisi
denetleyen Siklin B/CDK1 kompleksidir (55).

2.1.3.1.2. CDK inhibitérleri

Hucre bodlinme dongusu boyunca ilerleme, siklin ve sikline bagli kinazlarin
(CDK) koordineli aktiviteleri ile dizenlenir. Bu siklin-CDK komplekslerinin, dizenli bir
sekilde galismasi ve kontrolu, CDK inhibitérleri (CKI) tarafindan saglanir. Evrimsel
kokenlerine, yapilarina ve CDK o6zelliklerine gore iki CKI ailesi tanimlanmistir. Bunlar
CIP/KIP VE INK 4 aileleridir (56). INK4 gen ailesi, p16INK4a, p15INK4b, p19INK4d
ve p18INK4c'yi kodlar ve hepsi CDK4 ve CDKG6'ya baglanarak onlarin tirozin kinaz
aktivetisini durdurur ve sonucunda D-Siklinler ile olan iligkilerini engellenmis olur.
Buna karsilik, CIP/KIP ailesinin CKl'leri hem siklin hem de CDK alt birimlerine
baglanir ve siklin D, E, A ve B-CDK komplekslerinin aktivitelerini dizenleyebilir (57).
CDK inhibitoérleri Siklin A/E CDK 2 kompleksleri aracihdi ile Rb geninin
fosfosrilasyonunu engelleyerek hicre déngusunun kontrolini saglar. Bu sebeple
hicre donglsinin negatif dizenleyicisidirler. Cip / Kip ailesi U¢ proteinden olusur,
bunlar; p21(cdkn1a) ,p27(cdkn1b),p57 (cdkn1c) ‘dir. Bu proteinlerin, N-terminal
bolgesinde, hem sikline hem de CDK'ya baglanmalarina izin veren sekanslari

mevcuttur ve her birinin farkli fonksiyonlari ve dizenlemeleri mevcuttur (58).

INK4/ARF ailesi p16-INK4a, p15-INK4b, p18-INK4c, p19-INK4d ‘en olugur.
CDK4 ve CDK®6'nin inhibitorleridir. INK4 proteinlerinin kuvvetli ifadesi, Cip / Kip
proteinlerinin yeniden dagilimini tesvik ederek ve siklin E-CDK2 aktivitesini bloke
ederek G1'de hicrenin  duraklamasina yol acabilir. CDK4 ve CDK6'ya
baglandiklarinda, CDK-siklin kompleksleri yerine, CDK-INK4 komplekslerinin

olusumuna yol acan allosterik bir degisime neden olurlar. Bu, asagl akista
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retinoblastoma (Rb) fosforilasyonunun inhibisyonuna yol agar. Bu nedenle,
p15INK4b veya p16INK4A'nin ifadesi, Rb-ailesi proteinlerini hipofosforile tutar.
Hipofosforile edilmis Rb, G-fazinda hicre doénglsunin durmasina ve S-fazi

genlerinin transkripsiyonunun bastiriimasina sebep olur (59).

Retinoblastom geni G1-S kontrol noktasinda goérevli anahtar dizenleyici
elemanlardan biridir. Siklin-CDK kompleksleri Rb veya diger aile Uyelerini fosforile
eder. inaktif Rb, hiicre bélinme dénglsinin G1'den, S asamasina ilerlemesini
onleyerek hicrenin DNA'y1 ¢cogaltma kabiliyetini kisitlar. Rb, hiicreyi S fazina iten
E2F ailesinin transkripsiyon faktorleri olan E2 promotdr baglayici-protein-
dimerizasyon ortagi (E2F-DP) dimerlerini baglar ve inhibe eder. E2F-DP'nin aktif
olmamasini saglayarak, hiicreyi G1 fazinda tutar, hiicre dénglsu boyunca ilerlemeyi
onler ve blylme baskilayici olarak gorev yapar. Rb-E2F / DP kompleksi ayrica,
kromatine histon deasetilaz (HDAC) proteinini ¢gekerek S fazini arttirici faktérlerin

transkripsiyonunu azaltarak DNA sentezini daha da baskilamaktadir (60-61)

2.1.3.1.3. G2-M Kontrol Noktasi

S fazinda DNA replikasyonunu takiben, hicre G2 olarak bilinen bir bliylime
fazina maruz kalir. Bu slre zarfinda, gerekli mitotik proteinler uretilir ve hucre,
proliferatif Mitotik (M) faza giris i¢in bir kez daha duzenleyici mekanizmalara tabi
tutulur. G2'den M fazina gegiste, ortak bir birlestirici faktor olan siklin-CDK aktivitesi
tarafindan denetlenen kontrol noktalari yer alr. Siklin B, G2 / M kontrol noktasi
gegcisinin degerlendiriimesi igin referans goérevi gorlr. Hiicre S Faz'a benzer sekilde
G2 fazinda da DNA hasari agisindan tekrar degerlendirilir. Bir kez daha DNA hasari
veya eksik replikasyon alanlari incelenir. Hicre doénglsunin durdurulmasini
indiklemek ve mitoz igine ilerlemeyi durdurmak i¢in p53 aktivasyonunun yani sira
Chk1 (kontrol noktasi kinaz 1) ve Chk2'(kontrol noktasi kinaz 2) de aktive edilir.
Ayrica, S fazinin ilave bir bileseni olan Replikatif Oncesi Kompleks, siklin B-Cdk1
fosforilasyonu ile etkisizlestiriimelidir. DNA hasarina cevap olarak mitotik girigin
onlendigi mekanizmalar, G1 / S kontrol noktasindakine benzerdir. DNA hasari, ATM
(ataxia telangiectasia mutated) / ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related
protein)'nin fosforile oldugu ve Chk1 / Chk2 kontrol noktasi kinazlarini aktive ettigi
ATM / ATR yolunun aktivasyonunu tetikler ve p53, p21'i harekete gegirir (62-63)
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2.1.3.1.4. M Kontrol Noktasi

Mitotik kontrol noktasi, tim kromozomlarin mitotik plaka Uzerinde hizalandigi
metafaz noktasinda gerceklesir. Bu iki kutuplu dizilimin yarattigi gerilim, anafaza
girisi baglatan olaydir. Huicrenin anafaza girmesi igin anafaz destekleyici kompleksin
inhibisyonunun, ortadan kalkmasi gerekmektedir. Gerilim sonucu inhibisyonu
ortadan kalkan anafaz destekleyici kompleks, Siklin-b yi bozar ve ayrigmayi
engelleyen bir protein olan securin parcalanir (64). Bunun sonucunda kardes
kromatitlerin birlikte tutulmasindan sorumlu kohezin proteinleri kesilir ve kromatitler
birbirinden ayrilir ve ardindan hucre G1 fazina girer (65). Eger DNA hasari sonrasi,
DNA onariminda ve kromozom duzenlenmesinde bir hata s6z konusu olursa hicre,
M fazinda duraklatilarak hatalarin gideriimesine ¢alisilir. Ancak hatalar duzeltiliemez

ve geri dondurilemez ise hucre, apoptozise gider.
2.1.4. Apoptoz

Apoptozis, ¢ok hiicreli organizmalarda meydana gelen programlanmis bir
hicre 6luma seklidir. Ortalama yetiskin bir insan apoptozis nedeniyle her giin 50 ila
70 milyar hiicre kaybeder (66). Akut hiicresel yaralanmadan kaynaklanan travmatik
bir hicre 6limu sekli olan nekrozun aksine, apoptozis, organizmaya avantajlar
saglayan oldukga dizenli ve kontroll bir stiregtir. Ornegin, gelismekte olan bir insan
embriyosunda parmaklarin ve ayak parmaklarinin ayrilmasi, hicrelerin apoptoz
gecirmesi nedeniyle olusur (67). Apoptozis, oldukga dizenli bir sirectir ve bir kez
tetkiklendiginde geri dondurulemezdir. Apoptoz iki yoldan biri ile baslatilabilir.
intrinsik(ic) yoldaki hiicre, hiicre stresini algiladi§i igin apotozise giderken,
ekstrinsik(dis) yoldaki hicre, diger hicrelerden gelen sinyaller nedeniyle apoptozise
ugrar. Ayrica zayif ekstrinsik sinyaller de apoptozun intrinsik yolunu aktive edebilir
(68). Her iki yolda, proteaz olan kaspazlari veya proteinleri pargalayan enzimleri
aktive ederek hiicre 6limunu indukler. Asiri apoptoz atrofiye neden olurken, yetersiz
apoptoz kanser gibi kontrolsiiz hicre proliferasyonuna neden olur. Fas reseptorleri
ve kaspazlar gibi bazi faktérler apoptozu tesvik ederken, Bcl-2 protein ailesinin bazi

uyeleri apoptozu inhibe eder (69).

Apoptozisin baslatiimasi aktivasyon mekanizmalari tarafindan siki bir sekilde
duzenlenir, cunkl apoptoz basladiktan sonra, kaginilmaz olarak hicrenin élimudne

yol acar. En iyi anlagilan iki aktivasyon mekanizmasi, intrinsik (ayni zamanda
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mitokondriyal yol olarak da bilinir) ve ekstrinsik yoldur. intrinsik yol, hiicreler stres
altindayken dretilen hicre i¢i sinyallerle aktive olur ve proteinlerin, mitokondrinin
intermembran bogluguna salinmasina baglidir. Ekstrinsik yol, htucre kaynakli 6lum
reseptdrlerine baglanan hicre disi ligandlar tarafindan aktive edilir ve bu, 6lime
neden olan sinyal kompleksi olusumuna yol agar (67). Bir hlcre, hicre intiharina
neden olabilecek bir strese yanit olarak, hicre igi apoptotik sinyali baglatir.
Apoptozis sureci bagslamadan dnce, apoptozis dizenleyici genlerin stirecde goérevli
proteinleri aktive hale getirmesi gerekmektedir. Mitokondriyi hedef alan apoptotik
proteinlerin, farkh etkileri mevcuttur. Bu proteinler, membran go6zeneklerinin
olusumuyla mitokondriyal sismeye neden olabilirler veya mitokondriyal zarin
gecirgenligini artirabilir ve apoptotik efektérlerin membrandan sizmasina neden
olabilirler (70). Apoptoz sirasinda sitokrom c, Batok ve Bak proteinlerinin etkileriyle
mitokondrilerden salinir. Bu salivermenin mekanizmasi gizemlidir, ancak ¢ok sayida
Bax / Bak homo ve dis membran icine yerlestiriimis Bax / Bak hetero-dimerlerinden
kaynaklaniyor gibi goérinmektedir (71). Sitokrom c salindiktan sonra Apoptotik
proteaz aktive edici faktor- 1 (Apaf-1) ve ATP ile baglanir, olusan bu kompleks,
apoptozom olarak bilinen bir protein kompleksini olusturmak amaciyla pro-kaspaz-
9'a baglanir. Apoptozom, pro-kaspazi aktif kaspaz-9 formuna ayirir, aktif kaspaz-9
ise efektor kaspaz-3'U aktive eder. Mitokondri ayrica, mitokondri membranlarinin
gecirgenligindeki artisin sonrasi  SMAC'ler (ikinci mitokondri tlrevli kaspaz
aktivatoérd) olarak bilinen proteinleri salgilar. SMAC, apoptozu 6nleyen proteinleri
(IAP) baglar, bdylece onlari devre digi birakir ve 1AP'lerin iglemi durdurmasini énler
ve bdylece apoptozun ilerlemesini saglar. IAP, ayrica kaspazlar olarak adlandirilan
bir grup sistein proteazinin aktivitesini de baskilar (72). Memelilerde, apoptotik
mekanizmalarin dogrudan baslatiimasi hakkinda iki teorisi 6ne surilmustur: TNF ile
induklenen (tumor nekroz faktéri) model ve Fas-Fas ligand aracili model. Her iki
modelde ekstrinsik sinyallere baglanmig TNF reseptéri (TNFR) ailesinin
reseptorlerini icerir (73). TNF-alfa esas olarak aktive edilmis makrofajlar tarafindan
uretilen bir sitokindir ve apoptozun ana ekstrinsik aracisidir. insan viicudundaki
hiicrelerin cogu TNF-alfa igin iki reseptore sahiptir: TNFR1 ve TNFR2. TNF-alfa’nin,
TNFR1'e baglanmasinin, TRADD (TNFR1 ile iligkili lum proteini) ve FADD (Fas ile
iliskili 6lum proteini) yoluyla kaspaz aktivasyonuna neden olan yolu baslattig
gosterilmistir (218). Bununla birlikte, TNFR1'den ¢ikan sinyallerin, kaspazdan
bagimsiz bir sekilde apoptozu indukleyebildigi de gdsterilmigtir (219).
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Fas reseptdrl (Apo-1 veya CD95 olarak da bilinir), TNF ailesinin Fas
ligandini (FasL) baglayan bir transmembran proteinidir (73). Fas ve FasL arasindaki
etkilesim, FADD, kaspaz-8 ve kaspaz-10’u iceren, DISC (6liume neden olan sinyal
kompleksi) olusumuyla sonuglanir. Bazi hicre tiplerinde (tip I) islenmis kaspaz-8,
kaspaz ailesinin diger UOyelerini dogrudan aktive eder ve hicrenin apoptozunun
yuruatilmesini tetikler. Diger huicre tiplerinde ise (tip IlI), Fas-DISC kompleksi,
mitokondriden proapoptotik faktdrlerin salinimina neden olarak apoptozisi indikler
(74).

Memeli hicrelerinde TNF-R1 ve Fas aktivasyonunun ardindan, Bcl-2
ailesinin proapoptotik (BAX, BID, BAK veya BAD) ve anti-apoptotik (Bcl-XI ve Bcl-2)
Uyeleri arasinda bir denge kurulur. Bu denge mitokondrinin dis zarinda olusan
proapoptotik homodimerlerin oranidir. Proapoptotik homodimerlerin, mitokondriyal
zari, sitokrom ¢ ve SMAC gibi kaspaz aktivatorlerinin serbest birakiimasi igin
gecirgen hale getirmesi gerekir. Proapoptotik proteinler Bax ve Bak, sadece Bcl-2

ailesinin bir parcasi olan BH3-proteinlerinin aktivasyonu ile aktive edilir (75).

Kaspazlar, yuksek oranda korunmus, sistein bagdimli aspartat spesifik
proteazlar olan proteinlerdir ve apoptotik sinyallerin iletiimesinde merkezi bir rol
oynarlar. iki tar kaspas vardir: baslatici kaspazlar, kaspaz 2,8,9,10,11,12 ve efektor
kaspazlar, kaspaz 3,6,7. Baslatici kaspazlann aktivasyonu, spesifik oligomerik
aktivator proteinine baglanmayi gerektirir. Efektor kaspazlari daha sonra bu aktif
baslatici kaspazlar tarafindan proteolitik bolinme yoluyla aktive edilir. Aktive olan
efektér kaspazlar, proteolitik etkinlikleri ile hiicre ici proteinlerin yapilarini bozarak

hiicre 6lum programini baslatirlar. (Sekil 4)
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Sekil 4 Apoptotik siiregteki mekanizmalar (76) (Biyolog ipek Yasa .Resveratrol ve Epigallokatesin
kombinasyonunun sican c6 glioma hicrelerindeki apoptotik etikleri ¢alismasindan alinarak modifiye
edilmigtir.)

2.1.5. Tiroid Kanserleri

Tiroid kanserleri, tiroid bezi dokularindan gelisen kanserlerdir ve

histopatolojik dzelliklerine gore siniflandirilabilir;

1)Papiller tiroid kanseri (vakalarin%75 ila 85'i) genellikle genc¢ kadinlarda, ailesel
adenomatoz polipozlu kadinlarda ve Cowden sendromlu hastalarda ortaya ¢ikabilir.

Genellikle iyi prognozludur.

2) Papiller benzeri nikleer 6zelliklere sahip noninvaziv folikller tiroid neoplazmi,

sinirli biyolojik potansiyeli olan bir indolent timaor olarak kabul edilir.

3) Folikuler tiroid kanseri (vakalarin%10 ila 20'si) bazen Cowden sendromlu kigilerde
gOrullr. Bazilarn varyant olarak Hurthle hucreli karsinom, bazilari ise ayri bir tip

olarak listelemektedir.

4)Mediiller tiroid kanseri (vakalarin %5 ila %22'si), parafolikiler hlcrelerin kanseri,

siklikla multipl endokrin neoplazisi tip 2'nin bir pargasidir.
5) Zayif farklilagmis tiroid kanseri

6) Anaplastik tiroid kanseri (vakalarin%5'inden azi) kot prognozludur, hizli ve

agresif seyirli oldugu icin basi semptomlarina neden olabilir.
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7) Digerleri; Tiroid lenfomasi, Skuamo6z hucreli tiroid karsinomu, Tiroid sarkomu,
Hurthle hicreli karsinom’dur (77-78).

2.1.6 Mediiller Tiroid Kanseri
2.1.6.1 Tanim, Epidemiyoloji ve Siniflama

Meddller tiroid karsinomu, biyokimyasal ve patolojik ozelliklerini koruyan,
ndroendokrin kokenli, kalsitonin Ureten parafolikiler C hlcrelerinden gelisen bir
tiroid timaorudur. Meddller tiroid karsinomunun kdkeni onu diger tiroid kanserlerinden
ayirir (11). Meddller tiroid karsinomunun prevelansi, tim tiroid malignitelerinin
icinde % 5-10 arasindadir, tim tiroid nodillerinde% 0,4-1,4 ve otopsiye
basvurulanlarin % 1'den azinda saptanmistir. Papiller ve folikiler karsinomlarin
aksine, kadinlar ve erkekler arasindaki dagihimda, belirgin bir fark
gozlenmemektedir. Esas olarak doérdincu ve besinci on yilda prezente olur, ancak

her yasta gorilebilmektedir. (79)

Meddller tiroid karsinomu gelisimi ile ilgili, her ne kadar 6nceki tiroid
hastaliklari, hipertansiyon, alerji ve safra kesesi hastaliklari gibi diger rahatsizliklar
ile iliski belirtiimis isede, dnemli cevresel faktdrler veya etnik farklilliklar, karsinomun

etiyolojisinde tam bir etken olarak saptanamamistir (80).

Meduller tiroid kanserinin patogenetik mekanizmasi RET protoonkogeni
aktivasyonu igerisinde tanimlanmistir. Aktif RET onkogeninin somatik veya germ
hatti lokalizasyonuna goére, iki farkh form mevcuttur, bunlar; vakalarin
yaklasik%75'ini olusturan sporadik form ve kalan %25'ini olusturan kalitsal veya
ailevi form’dur (81). Anasplastik karsinom kadar agresif olmasa da diger tiroid
kanserleri degerlendirildiginde, meddller tiroid karsinomunun biyolojik davraniglari

oldukga agresiftir (82).

Sporadik hastalik insidansi, yagamin besinci on yilinda artarken, genetik ve
biyokimyasal taramalar duzenli bir sekilde yapildigi taktirde, kaltsal hastalik daha
erken teshis edilebilir. Sporadic MTC’deki genetik degisiklikler herediter MTC ile
yluksek oranda benzerlik goésterir. Mayis 2016'da yayinlanan Kanserde Somatik
Mutasyonlar Katalogu (COSMIC) veritabanina gore, 1719 vakanin 710 (%41)'nun
da RET mutasyonlari saptanmistir (83). Ailesel MTC tipi otozomal dominant olarak

kalitilir ve neredeyse %100 MEN2 sendromu ile birliktelik gdsterir. Kalitsal MTC,

17



RET proto-onkogenin germ hatti aktive edici mutasyonlarindan kaynaklanir (84).
MEN2A sendromu, feokromositoma, paratiroid timdrleri ve MTC birlikteligi ile
karakterize bir hastaliktir. MEN2A, MEN2 sendromlarinin en yaygin seklidir, tim
vakalarin%95'ini olusturur ve ayrica 4 gruba ayrilir, bunlar ;(i) Feokromositoma veya
hiperparatiroidizm bulunan veya her ikisini iceren Klasik MEN2A; (ii) Hirschsprung
hastaligi olan MEN2A,; (iii) kutan6z liken amiloidozlu MEN 2A; ve (iv) FMTC (ailesel
MTC)'dir. (Tablo 1). MEN2B sendromu nadirdir (tim MEN2 vakalarinin% 5'i) ve
MTC, feokromositoma, ganglionéromatoz ve marfanoid habitustan olusur. MEN2B,
MEN2 sendromunun en agresif seklidir. Bu ¢ MTC cesidi, yani iki kalitsal form ve
bir sporadik form, insidans, genetik, baslangic yasi, diger hastaliklarla iliski, timor

histopatolojisi ve prognoz acisindan klinik olarak farklidir (11).

Tablo 1 Meddller tiroid karsinomunun siniflandiriimasi (MTC) (85)

MTC Tipi insidans Klinik Tani | Endokrinopatiler ile
Koyulma Yasi birlikteligi

Sporadic MTC | 75 5.Dekat Yok

Ailesel MTC 25 - -
Feokromasitoma,Paratiroid
adenomu,Kuteno liken

_-MEN2A 223 3.Dekat wRdtenoz
amiloidozis
Feokromasitoma,Mukozal

--MEN2B -2 1.Dekat neuroma
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2.1.6.2 Onkojenik Transformasyon ve Molekiiler Patogenez

Pleiotropik buylme faktorlerinin ve reseptorlerin diizensizligi, karsinogenezin
ortak bir 6zelligidir ve timor hicrelerinin proliferasyonuna, antiapoptotik ve istilaci
davranigsina katkida bulunur. C hudcresi neoplazisinde go6zlemlenen ilgili
mutasyonlar, esas olarak RET ve RAS genlerini igerir, ancak diger yollardaki
komponentlerde de mutasyonlara sik rastlanir. Aslinda, bu genler, normal C-hucre
gelisimi ve noéral krestten go¢ icin dizenleyici genlerdir. Tetikledikleri yollar,
normalde siki bir sekilde dizenlenir. Cesitli nedenlerle, bu faktorlerin ve etkili
olduklari yolaklardaki bilesenlerinin dizensizligi, timoér hicresi ¢ogalmasi, hlcre
doéngusu kontrol noktalari hatalari ve istilaci davranis gibi temel MTC 6zelliklerinin

aciga ¢ikmasina neden olur.

2.1.6.2.1 RET Sinyali ve Onkojenik Déniisiimii

RET reseptoru, insan kromozomu 10q11.2'de lokalize edilmis RET proto-
onkogeniyle kodlanir. Bu gen, tirozin kinaz reseptdr (RTK) familyasina ait, tek gegisli
bir transmembran proteinini kodlar (86). Bu proteinin hicre digi bdlgesi, cadherin
benzeri alanlar icerirken, hlcre ici bdlgesi aktif tirozin kinaz bolgesini igerir. RET,
ndrturin (NRTN), persephin (PSPN) ve artemin (ARTN) igceren, glial hicre tlrevli
norotrofik faktér (GDNF) ligand ailesinin, hiicre disi baglanmasi yoluyla aktive edilir.
Blyume faktoérlerinin, RET'in, tirozin kinaz aktivitesini uyarmak icin, dnce GDNF
reseptor-alfa familyasina (GFRA) ait olan glikosilfosfatidilininositol (GPI) ‘a
baglanarak GFRA ile bir kompleks olusturmasi gerekir. Olusan buyume faktoru-
GFRA kompleksi RET reseptorini dimerlestiri ve otofosforilasyon sonucu RET
aktive hale gelir (Sekil 5) (87).
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Sekil 5 RET reseptor aktivasyonu (99) (Frieldheim Raue, eds. Medullary throid Carcinoma’dan alinarak
modifiye edilmistir.)

RET onkogeninin aktive edici mutasyonlari, hicre disi ve hicre igi olmak
Uzere iki ana sinifa ayrilir. Hiicre digi ve sistein bakimindan zengin RET alani, en
sik sistein 634'te (vakalarin%85'i) mutasyona ugrar, ancak mutasyonlar ayni
zamanda tim sisteinler arasinda da dagilir (C609, C611, C618, C620, C630) (88).
Daha once belirtildigi gibi, aktivasyona giden normal yol, GFRA1-4 / ligand
kompleksinin RET'e baglanmasini igerir; bu kompleks, dimerizasyonu ve ardindan
reseptoriin otofosforilasyonunu destekler. Mutasyona ugramis RET reseptéri ise,
normalde molekl i¢i disllfid baglari olusturan sistein artiklarini hedef alir ve moleklil
ici serbest stilfidril gruplari olusturur ve sonugta mutant RET reseptdrleri molekiiller
aras| disulfid baglari olustururarak uyarici ligand yoklugunda bile dimerizasyonu

surekli bir sekilde uyarirlar (89-91)
2.1.6.2.1 RAS Sinyali ve Onkojenik Déntigtimii

RAS protein ailesi, ligand-reseptor etkilesimlerinin, duzenli bir gekilde
gerceklesmesini saglayan anahtarlar gibi davranan kiigik GTPazlardan olusur (92).
Esas olarak RET gibi reseptdr tirozin kinazlara (RTK) baglanan, biylime faktorleri
yoluyla aktive edilirler. RAS proteinleri, fonksiyon kazanmak i¢in prenilasyon yoluyla
plazma zarina baglanir (93). RTK otofosforilasyonu, RAS’In, adaptdr protein

buyime faktorl reseptér badi proteini 2 (GRB2) ile etkilesime girmesini saglar.
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GRB2, guanosin difosfat (GDP) yerine guanosin trifosfatin baglanmasini saglayarak
RAS'I aktive eden bir guanosin nukleotit degisim faktorld (GEF) olan SOS'a baglanir
(94). Sonugta RAS, aktif olmayan "kapal" formdan (GDP bagli) aktif "agik" forma
(GTP bagh) gecer. GTP'nin baglanmasi, RAS afinitesinde, hiicre durumuna bagl
olarak, RAF veya PI3K ailesi Uyeleri gibi, maddelere baglanmayi saglayan
konformasyonel bir degisime neden olur. RAF bir serin-treonin kinazdir. RAS, onu
plazma membranina almak igin hareket eder ve dimerizasyonu ve aktivasyonunu
destekler (95). Aktive edilmis RAF, MEK kinazi aktive eder ve MEK kinaz da ERK
kinazi aktive eder. Aktive edilmis ERK, hicre dongusu ilerlemesini uyaran diger
kinazlar ve transkripsiyon faktorleri dahil olmak lzere birgok substrati fosforile eder
(96). PI3K'nin aktivasyonu ise, AKT'nin fosforilasyonunu indikleyerek, birkag timor
baskilayicinin inhibe edilmesine veya mTORC1 kompleksinin aktivasyonuna yol
acar (Sekil 6) (97-98)

Hicre Hucre Protein
Déngusii Yagami Sentezi

Sekil 6 RAS sinyal yolagi (99) (Frieldheim Raue, eds. Medullary throid Carcinoma’dan alinarak
modifiye edilmistir.)

2.1.6.2.1Diger Sinyal Yolaklar

RET ve RAS vyollarinin, C hicresi neoplazisi igin baskin onkojenik yollar
oldugu ortaya koyulmustur, ancak, bu genlerin mutasyonlari, MTC genetik
karsinogenez mekanizmalarinin yaklasik sadece %60'Ini agiklamaktadir. Alternatif
kanser gelisimi yolaklari ile ilgilil yapilan ¢aligmalar, C hicresi onkogenezinin énemli
bir kisminin, gen mutasyonundan ziyade, gen kopya numarasi degisiklikleriyle

meydana geldigini 6ne surmektedir. Kopya sayisindaki degigikliklerin roll, yuksek
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yogunluklu, karsilagtirmali genomik hibridizasyon (CGH) dizi calismalari ile
desteklenmistir. (100-101). Bazi galigmalarda, retinoblastom tumor baskilayici (RB1)
yolunun, farelerde C hilcresi onkogenezinde etkin bir yol olarak rol oyanidigi
saptanmistir ve insanlarda da potansiyel olarak, ©6nemli bir yol olarak
dugunulmagtdr. Bu yolun, esas olarak sikline bagimli protein kinazlarindan (CDK),
sikline bagimh kinaz inhibitorlerinden (CDKN), siklinlerden (A, D ve E), RB
proteinlerinden ve E2F-transkripsiyon faktorleri ailesinden olustugu tespit edilmistir
(102-103).

Hucre siklusu ilerlemesi, CDK'lerin aktiflestirdigi siklinler tarafindan pozitif
olarak ve CDKN'ler tarafindan negatif olarak diizenlenir. Her ikisinin de etkinligi,
cevresel ve hiicresel sinyallerle diizenlenir. Ornegin, MAPK sinyalleri, artan siklin D
ifadesine yol agarken, p53 aktivasyonu, p21 fonksiyonunu arttirir. Bu nedenle CDKN
ailesi Uyeleri, negatif CDK dizenlemesi ve G1 fazinda hicre déngusuni durdurma

yoluyla, uygunsuz hicre boélinmesinin dnlenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir.

CDKN'ler iki ana aileden olusur, bunlar; p15, p16, p18 ve p19'u iceren INK4 /
CDKNZ2 ailesi ve p21, p27 ve p57'yi iceren Cip / Kip / CDKN1 ailesidir. CDKN
supresyonunun olmamasi, RB'nin fosforilasyonunu artirarak, hiicre déngusunde,
inhibe edici bir etkisi bulunan RB-E2F etkilesiminin bozulmasina neden olur. E2F,
RB baskilamasindan kurtulduktan sonra, S fazi boyunca ilerlemek igin gereken
genlerin, transkripsiyonunu gergeklestirir. CDKN'lerin ve RB'nin anormal kaybi, ¢ok

sayida kanser tipinin gelisimi ve ilerlemesi ile iligkilendirilmistir (Sekil 7) (104,103).
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Sekil 7 RB1 aracili hicre dongisu regulasyonu (99) (Frieldheim Raue, eds. Medullary throid
Carcinoma’dan alinarak modifiye edilmigtir.)

2.1.6.3 MicroRNA’larin MTC ‘deki Rolii

MiRNA'lar, bitkilerde, hayvanlarda ve baz virUslerde bulunan, 19 ile 25
nikleotit arasinda degisen uzunluklara sahip, endojen, kodlayici olmayan
RNA'lardir.  Temel olarak, gen ekspresyonunun, transkripsiyon sonrasi
duzenlenmesinde goérev alirlar ve mRNA molekulleri i¢indeki tamamlayici
sekanslarla birlikte, baz eglestirme yoluyla iglev gorirler (105). MiRNA'lar, hedef
genlerin ekspresyonlarini, transkripsiyonun stabilitesini azaltarak ve / veya
translasyonu inhibe etme yoluyla, azaltirlar (106). Bu sekilde spesifik proteinlerin
bollugunu azaltarak, bircok fizyolojik sure¢ Uzerinde temel diizenleyici rol oynarlar
(107-108).

Son yapilan meta-analizler, spesifik tiroid kanseri histotiplerinde, en sik
gorulen duzensiz miRNA'lara, daha net ve genel bir bakis acisi saglamayi
amaclamigtir. MTC 6zelinde degerlendirildiginde, miRNA-21, miRNA-183 ve
MiRNA-375'in artmis ekspresyonu, hastalarda persistan ve metastatik hastalikla
iliskilendirilmistir (20). Yine darkl bir galismada, MiRNA-21 ve MALAT-1 ‘in MTC’de
progresyonu arttirdigi saptanmis ve kétl prognoz ile iligkilendirilmistir (22). Yapilan
son galismalar, miR-21'in PTEN, PDCD4, RECK ve TPM1 gibi timdr baskilayici
genleri baskilayarak hiicre donusimind destekledigini gostermistir (109). Sporadik

ve herediter MTC’nin  miRNA profillerinin incelendigi ve karsilastinidigr bir

23



calismada, miRNA-183 ve 375’ in sporadik tipde herediter tipe gére anlamli sekilde
arttigi ve miRNA-9 ‘unda anlamli sekilde azaldigi tespit edilmistir. Ayrica, miRNA-
183 ve 375 artisinin, lenf nodu metastazi, rezidiel hastalik ve mortalite ile iliskili

oldugu saptanmigtir (110).

Aksine miRNA-224 ekspresyonundaki artig, metastatik olmayan MTC ve
biyokimyasal kur ile iligkili saptanmis ve genel olarak daha iyi prognoz ile
iliskilendirilmistir (23,111). Metastatik MTC hicre kultiri Gzerinde, miRNA’larin
regulasyonunun incelendigi baska bir galismada, miR-10a, miR-200b/-200c, miR-
7 and miR-29c’'nin azaldigi ve miR-130a, miR-138, miR-193a-3p, miR-373 and miR-
498 ‘Un arttigr saptanmistir.Ayni calismada,miRNA-200’Gn timoérogenez (izerine
etkilerini anlamak icin miRNA-200 antagomiR’ leri ile muamele edilmis MTC hicre
hattinda , migrasyon,proliferasyon ve invazyon ile ilgili deneyler yapilmistir.Sonug
olarak miRNA-200 etkinligi azalmis htcrelerde ,E-cadherinin azalmis ekspresyonu
ve vimentinin artmis ekspresyonu sonucu, mezenkimal donuasimuan arttigi ve
invazyon ve proliferasyonun arttigi goézlenmistir (112). Yine vyapilan farkli
g¢alismalarda, miR 9, miR 10a, miR 124a, miR 127, miR 129, miR 137, miR 154,
miR 224, miR 323, miR 370, miR 375 ve miR 21 'in PDCD4 molekiller hedefi
Uzerinden arttigi, miR 200’Un ise RET onkogeni Uzerinden azaldidi tespit edilmistir.
Artan miR 27’in lenf nodu metastazi, azalan miR 200 ailesinin ise uzak metastazlar
ile iligkili oldugu saptanmistir (20,113). Bu ¢alismalar, mikroRNA'larin onkojenik ve
timor baskilayici fonksiyonlarinin, MTC'nin patogenezinde ve ilerlemesinde dnemli
roller oynayabilecedini ve MTC'nin erken tanisi igin prediktif amaclh, tedavisi icin
hedef ve tedavi sonrasi takip ve prognozu belirlemek i¢in yardimci belirtegler olarak

kullanilabilecedini gostermektedir.

2.1.6.4 MTC Tedavi

Erken tani ve cerrahi tedavi, mediiller tiroid karsinomulu hastalarin tedavisi
icin temel olusturur. Minimal standart prosedir, sporadik ve ailesel formlarin her
ikisinde de, merkezi boyun lenf nodu diseksiyonu ile birlikte total tiroidektomidir.
Cerrahi tedavinin yeterliligi MTC'nin etkili tedavisi icin gok dnemlidir (114).

Hastalarda birincil cerrahi tedavi ile kir saglanamadiginda, lokalizasyon ve
lezyon sayisina gore diger tedavi prosedurleri degerlendiriimelidir. Uzak bazi

metastazlarin cerrahi tedavisi, bazi hayati fonksiyonlari tehlikeye atabilecek
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lezyonlar harig, endike degildir. Omurilik fonksiyonunu bozabilecek vertebral
metastazlarin cerrahi olarak kesilmesi kuratif olmayan ancak uygun bir palyatif
prosedir érnegidir (115). Cerrahi tedavi sonrasi kir saglanamayan hastalarda, eger
hastalik niks etmis ya da metastaz mevcut ise, kemoterapide tedavi segenekleri
arasinda yer alir. Ancak MTC’li hastalarda geleneksel kemoterapinin etkinligi ¢ok
sinirhdir. Hastaliga tam yanit ¢ok nadir gorulur ve hastalarin Ugte birinden daha
azinda kismi yanitlar gorulmustur. Bu nedenle, kemoterapi sadece yaygin ve
ilerleyici hastaligi olan hastalarda kullanilmahdir. Doksorubisin, dakarbazin,
kapesitabin ve 5-fluorourasil gibi tek ajan rejimlerinin kullandig1 calismalarda %24-
%29'a varan kismi yanit oranlari bildirilmistir. irinotekan (bir topoizomeraz |
inhibitori) ve 17-AAG (bir 1s1 sok proteini 90 inhibitord) gibi daha yeni kemoterapotik
ajanlar su anda faz Il klinik galismalarinda degerlendirilmektedir (116-117).

Mediiller tiroid karsinomu bir néroendokrin timoérdir ve vakalarin% 30-50'si,
somatostatin reseptorleri eksprese eder (118). Somatostatin analoglari ile yapilan
bazi calismalarda, kalsitonun dususleri saptanmistir ancak tumoér boyutu ve
sayisinda azalma saptanmamistir (119). RET proto-onkojenin kesfedilmesi ve
MTC'nin patogenezindeki butunleyici rolu ile, MTC'nin gelisiminde ve ilerlemesinde
merkezi rol alan, molekiler yolaklara yonelik vyeni tedavi protokolleri
gelistiriimektedir. Kendiside bir tirozin kinaz ailesi tGyesi olan RET reseptdrtiinin MTC
deki roll, tirozin kinaz inhibitérlerinin MTC tedavisinde kullanilabilecegi gorisini
ortaya cikarmistir. Kesfedilen ilk tirozin kinaz inhibitérlerinden olan ve KML (kronik
myeloid |6semi) ve gastrointestinal stromal tiumdrlerde tedavi amagcli kullanilan
imatinib, ile ilgili MTC Uzerine yapilan bir faz Il galismasinda, etkinligin sinirli oldugu
belirtilmistir (120). Halen arastiriimakta olan tirozin kinaz inhibitérlerinin gogunun,
RET, epidermal blytime faktoérl reseptori ve vaskiler endotel bliylime faktori dahil
olmak Uzere bir¢cok reseptoru inhibe ettigi bilinmektedir (121). Tirozin kinaz yolagi
disinda, farkh birkag sinyal iletim yolununda, MTC timoérlerinin biylumesine ve
hormon Uretimine katkida bulundugu anlagiimistir. Bunlar arasinda; PI3K
(fosfatidilinositol 3-kinaz), MAPK (mitojenle aktiflestirilen protein kinaz) ve Notch-1
ve glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) gibi yolaklar mevcuttur (122-124).

GUnUmuzde ileri ve metastatik meduller tiroid karsinomunun tedavisi
yetersizdir. Yeni alternatif tedavi yaklasimlari arastiriimaktadir ve birgok deneysel

¢alisma halen devam etmektedir.
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2.2 Borik Asit
2.2.1. Bor’un Biyolojik ve Kimyasal Ozellikleri

Bor ile ilgili yapilan son yillardaki galismalarin merkez noktasi borun, toksik
etkisi ve diyet dnerilerinden daha ¢ok borun vicuttaki biyokimyasal mekanizmalarini

ve nutrisyonel gerekliligini anlamak uzerine olmusgtur (125).

Yer kabugundaki her yerde bulunan bor, ¢odu toprak tirtinde, tath ve tuzlu
suda bulunabilir. Cogu ¢evresel boron kaynagi dogada jeojenik olmakla birlikte, bor,
iyot ve selenyum gibi bazi eser elementlerle birlikte, deniz ortamindan atmosferik
tasima ile topraga karisabilir. Bor (B), Periyodik tabloda grup 13’te bulunan metal
olmayan bir elementtir. Ozellikleri karbon ve silikona g¢ok yakindir ancak
yoringesinde diger elementlere goére daha az degerlikli bir elektrona sahiptir. Kligtk
boyutlu ve ylksek iyonlasma enerjisi nedeniyle, borda metalik baglanma yerine
kovalent baglanma mevcuttur (126). Dogada saf element seklinde mevcut degildir.
Boraks, borik asit, kolemanit, kernit, uleksit ve borat seklinde molekiler yapida
bulunur (127). Endustride deterjan Uretimi, cam ve seramik Uretimi, tarim ve tekstil
gibi farkli birgok alanda kullaniimaktadir (128).

Bor, neredeyse tamamen gastrointestinal ve solunum sistemleri tarafindan
emilir ve ¢ogunlukla vicut dokularinda ve sivilarda Borik asit B (OH) 3 olarak
bulunur (129). Borik asit, dogal bir bilesik olarak bilinir ve sudan, sebzelerden ve
diger bircok gidadan diyet yoluyla alinir (130). H3BO3 kimyasal formuline sahiptir
(bazen B (OH) 3 ile yazilmistir) ve renksiz kristaller veya suda ¢6zlinen beyaz bir toz
seklinde bulunur. Yiyecek ve su kaynaklarindan ginlik bor alimi olan yetiskinlerin,
tipik olarak plazma bor konsantrasyonlari 60 uM'dir. Hem borik asit hem de bor oral
yolla alindiginda kolay ve tamamen emilir (insanlarda ve siganlarda%95) ve
emilimin ardindan kan ve vicut dokularinda hizli bir sekilde borik aside donusur.
Bagirsakta emilen ve asgari miktarlarda solunum yolundan emilen bor, yag dokusu
disindaki yumusak dokularda esit bir sekilde dagilir. Bilim insanlari kemikte birikim
olabilecegini, ancak alimlari yansitan ve en kolay erigilen 6rneklerin semen ve kan
oldugunu belirtilmektedir (131).
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Sekil 8 Borik asitin yapisi

2.2.2 Borik Asitin Etkileri

Bor, hormonal metabolizmalar, hicre zari fonksiyonlari ve enzim
reaksiyonlarinda énemli roller oynayan bir elementtir. Vucuda alinan bor, idrarla
hizla atilir ve dokularda birikmez, Borun viicut dokularinda biriken molekiler hali,
borik asit formudur. Saglikli insanlarda, toplam bor kani konsantrasyonlari,15.3-79.5
ng / g ‘dir ve bunun %98,4’0 borik asitten ve %1,6’s1 borat anyonu (B (OH) 4) ‘dan
olusur (125,132).

Cesitli vucut organlarinin bor icerigi degiskendir; kalp, karaciger, akciger,
bobrek ve beyindeki borik asit konsantrasyonlari sirasiyla 28, 2.31, 0.6, 0.6, 0.06
ppm’dir. Bu, bor tarafindan gercgeklestiriien herhangi bir fonksiyonun, organdan
organa farklilik gdsterdigini ortaya koymaktadir (133-134). Diyetteki bor aliminin,
artrit ve osteoporoz gibi 6nemli metabolik surecler Uzerindeki etkisi de kanitlarla
desteklenmektedir (135). Borun, bazi steroid hormonlarinin yapimini azaltarak, bazi
kronik rahatsizliklari 6nleyebildigi (136), diyetde miktari arttiginda, 0&strojen,
testosteron ve plazma iyonize kalsiyum seviyelerinin arttigi ve D vitamini ve

magnezyum eksikliklerinin olumsuz etkilerini azalttigi gosterilmigtir (125,137-138).

Borun, antioksidan etkinligi (139), immun sistem fonksiyonlarini regile ettigi,
(140-141), mineral ve vitamin metabolizmasini kontrol ettigi (142-143), steroid
hormon metabolizmasini duzenledigi (136,144) yapilan ¢aligmalarla desteklenmisgtir.
Arastirmalar, borun, beyin fonksiyonlarini ve insanlarin biligsel performansini

etkileyebilecegini de dogrulamistir (146-147). Borun ayrica kemik geligsiminde,
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“inflamatuar yanit” ve santral sinir sistemi fonksiyonlarinda hayati bir rol oynadidi ve
eksikligi durumunda kemik hacmi ve trabekul kalinhklarin azaldigi ve trabekuler
ayrismanin arttiy1 saptanmistir (138). Park ve arkadaslarinin yaptig! bir galismada
bdbrek tubdllerinde, voltaj bagimli sodyum-borat transporterlari bulunmustur. Bunun,
kan borat seviyelerini duzenlemek icin kullanildigi ve hicre bluyumesi ve
proliferasyonda, énemli bir roll oldugu éne surilmustiar (148). 7 haftadan fazla bir
sure, gunlik 3mg bor aliminin, menopoz sonrasi kadinlarda, osteoporozu énledigi
gOsterilmistir. Bor, kalsiyum ve magnezyumun, idrarla atilimini sirasiyla%40 ve %33
oraninda azaltmistir. Baska bir ¢calismada ise diyetle alinan borun, postmenopozal
osteoporozu olan kadinlarda, dstrojene benzer etkiler gosterdigi kanitlanmistir. Bor
alimi ayrica kan serumu igindeki iyonize kalsiyum miktarini arttirmis, serum
kalsitonin konsantrasyonlarini azaltmis ve serum 1,25-dihidroksikolekalsiferol

seviyelerini arttirmigtir (149).

Deneysel galismalar borun prostat kanserine karsi koruyucu 6zelliklere
sahip oldugunu goéstermektedir (29). Dusuk konsantrasyonlardaki borik asitin,
prostat spesifik antijenleri (PSA) ‘nin proteolitik aktivitesini kismen baskiladigi
gOsterilmistir. Bu nedenle, PSA aktivitelerini dizenlemek igin bor bilesikleri
kullanilabilecedi ve ayrica, bor kaynakli PSA aktivitelerinin baskilanmasinin, prostat
karsinomunun artisini ve gelisimini dnlemeye yardimci olabilece@i 6ne surulmustur
(150). Borik asitin, prostat kanseri hiicre kiiltirleri Uzerine etkilerini inceleyen
galismalarda, borik asitin belirli konsantrasyonlarda, g¢esitli mekanizmalar sonucu,

prostat kanseri hiicrelerindeki proliferasyonu inhibe ettigini gésterilmigtir. (30,151)

ABD Teksas'ta vyapilan bir arastirma, yeralti sularindaki bor
konsantrasyonlarinin, prostat kanserine yakalanma ve 6lim oranlariyla ters bir
korelasyona sahip oldugunu géstermistir (31). Korkmaz ve arkadaslarinin yaptigi bir
¢alismada, sirasiyla borondan fakir ve borondan zengin bélgelerde yasayan 587 ve
472 kadindan alinan smear o6rnekleri karsilastirilmistir. Borondan zengin bdélgede
yasayan kadinlardan alinan smear orneklerinde, sitopatolojik olarak serviks kanseri
kanitina rastlanmazken, borondan fakir bdlgede yasayan kadinlardan alinan
orneklerden, 15 ‘inde sitopatolojik olarak serviks kanseri bulgularina rastlanmigtir
(34). Borun, akciger, meme kanseri ve malign melanom Uzerine, mekanizmalari net
olmamakla birlikte, anti-proliferatif etkileri oldugu yapilan bazi c¢alismalarla
gOsterilmistir (152-154).
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Kanitlarin birikimi, bor ve bor igeren molekillerin gunlik diyette dogal anti
kanser ajani olarak kullanilabiledini ve borun, kanser tedavisi amacli, potansiyel
ilaclar icin kaynak olarak sunulabilecedini gdstermektedir. Bununla birlikte, borun
uygun bir sekilde kullanilabilmesi igin, etki mekanizmalari ve toksisite riski hem in

vivo hem de in vitro olarak yeni yaklasimlarla aydinlatiimahidir.

3. GEREG VE YONTEMLER

3.1 Caligsmalarda Kullanilan Malzemeler, Kimyasallar ve Kitler

Calismalarda kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler Tween 20 (BioShop),
Skim Milk (BioShop), Magnesium Choloride (BioShop), 2-Mercaptoetanol (Merck),
Bromfenol Mavisi (BioShop), Dietanolamin (BioShop), BCIP (BioShop), Fenazin
metosdulfat (BioShop), Nitro Blue Tetrazolium (NBT) (BioShop), Etanol (Riedel), Tris
(BioShop), Hidroklorik asit (HCI) (Sigma), Akrilamid (Sigma), Sodyum bikarbonat
(Riedel), Amonyum persulfat (Sigma), Coomassie Pirlanta Mavisi (BioShop), Asetik
Asit (Merck), N,N-Metilenbisakrilamid (Sigma), Glisin (BioShop),Borik Asit ,Akrilamid
(Sigma), Kloroform (Sigma), 2-propanol(Sigma), Amonyum persulfat (Sigma), Trizol
(Hibrigen), Matrigel Invasion Chamber (Thermo scientfic Lot:159467) Fotal Sigir
Serumu (Capricorn) Kristal Viyole (BioShop), Hoechst (Sigma), Penisilin/
Streptomisin (Biological Industries), DMEM(Sigma), PBS (Serox), Tripan Mavisi
Boyasi (%0,5 (w/v) fizyolojik tuz iginde), Dimetil sllfoksit (DMSO) (Gibco)
,DNAaz/RNAse free su (Multicell), Steril kilttr kaplari (Petri), (Greiner) 96 kuyucuklu
hiicre kultur kabi (Greiner) 96-Kuyucuklu PCR Array Plate (Qiagen)

Calismalarda Kullanilan Kitler; XTT proliferation Kit (Biotium), Thermo Scientific
Maxima SYBR (Evagreen abm) qPCR Master Mix, Tunel In Situ Cell Detection Kit
(Cell meter ™ tiinel apoptosis assyn kit catholog no. 22844), Transcriptor First

Strand cDNA Synthesis Kit (High Capacity Reverz transkription Kit),

Calismalarda Kullanilan Cihazlar; CO?li inktbatér (Nuaire), Biological Safety
Cabinets Class Il Laminar Flow (Nuaire), inverted Mikroskop (Olympus), Floresan
Mikroskop (Olympus), Otomatik mikropipetler (10, 20, 100, 200, 1000 ur'lik) (Biohit),
Hassas Terazi (Denver Instrument), Nanodrop Spectrophotometer ND-1000
(Thermo), Santrifij (Hettich Zentrifugen), Mikro Santrifij (Hettich Zentrifugen),
Sogutmali Santrifij (Hettich Zentrifugen), RT- PCR (Applied Biosystems
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StepOnePlus), -20 Derin Dondurucu (BEKO), No Frost Buzdolabi (BEKO), Ph metre
(Metler Toledo MP 220), Isitmah Manyetik KariGtirici (IKA RH basic 2), Otoklav
(Nuve), Vorteks(IKA Yellow Line), Gug¢ Kaynagi(Bio-Rad), Mikrodalga Firin (BEKO
MD1500), Hucre sayici (Cellometer)(Nexcellum), -80°C Dondurucu (Nuaire)

3.2. Hiicre Kiiltiiri

Calismamizda hucre kultart olarak, in vitro kosullarda TT (ATCC® CRL-
1803™) tiroid medullar karsinomu hiicre hatti ve HTF (Human Thyroid Fibroblasts
Cat n0:3730, LOT no: 8355) hicre hatlari, kendi stoklarimizdan kullaniimis olup,
deneyler Pamukkale Universitesi Tip Fakdiltesi Histoloji AD. hicre Kkiltiri
laboratuarinda gergeklestiriimistir. Calismamizda kullanilan TT hlicre hattina ve HTF
hicre hattina ait bazi 6zellikler su sekildedir (Tablo 2) (156-157)

Tablo 2 Hiicre Hatlar

Hiicre Hatti TT (ATCC® CRL-1803™) | HTF (Human Thyroid
Fibroblasts)

Organizma (Homo sapiens) (Homo sapiens)

Cinsiyet-Yas Disi- 77 --

Blylume Yapisarak Yapisarak

Ozelligi

Morfoloji Epitelyal Epitelyal

Borik asidin, TT ve HTF hucre hattina olan molekuler ve biyolojik etkilerini
incelemek amaciyla hucre kdlltrleri  Uzerinde bazi kaltr  basamaklar
gerceklestirilmigtir. Bu kultir basamaklari; hucrelerin ¢ogaltiimasi, pasajlanmasi,
daha sonra sayllmasi ve kultlr plakalarina ekilmesi, son olarak dondurulmasi ve
yapilacak islemler éncesi ¢oziilmesini icermektedir. in vitro kosullarda hiicrenin

gerekli bazal ihtiyaglarini karsilayarak sorunsuz bir sekilde ¢odalabilmesi i¢in ortama
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hucrenin gereksinim duydugu maddeler eklenmelidir. Tarafimizca hucreler, %10
fotal sigir serum (FBS), %1 L-glutamin, 10 mg/ml streptomisin ve 100IU/ml penisilin
iceren DMEM besi yerinde ¢ogaltilmigtir. Hlcreler,37°C de %5 CO2’li etivde inkibe
edilmislerdir (Tablo 3).

Tablo 3 Gerekli Besiyeri Detaylari

DMEM L-Glutamine(Sigma)

%10 FBS (Yeni Dogan Sigir Serumu) (Capricorn)

0.1mM Aminoasit solusyonu (01-340-1B, Biological Industries)

2mM Glutamin (03-020-1B, Biological Industries)

1mM Sodyum Piruvat (03-042-1B, Biological Industries)

100U/0.1mg Penisilin/Streptomisin (03-031-1C, Biological Industries)

TT ve HTF hicrelerinin ¢odaltiimasi ve pasajlanmasi igleminde DMEM
besiyeri kullaniimigtir. Hucreler 37°C de %95 nem ve %5 CO2'li etivde inkibe
edilmistir. Hucreler yapisarak cogaldiklari igin ilk olarak hucreleri yapigtiklar
ylzeyden ayirmak gerekir. Petri kaplari oncelikli olarak PBS ile yikanarak oli
hicrelerden arindiriip daha sonra tripsin ile hicreler, yapistiklar ylzeyden

kaldirilmistir. Olusan hicreler ve eklenen bilesik ¢ozeltisi 1500g'de 4 dakika santrifij
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edilmis ve supernatant uzaklastirildiktan sonra kalan hicreler petri kaplarina
ekilmigtir. Hlcrelerin sayim igsleminde, tripan mavisi boyasi kullaniimistir. Tripan
mavisi 6l0 hucreleri boyayip canli hicreleri boyamadi§i igin sayim agisindan
oldukca fayda saglamaktadir. Hicreler, hiicre sayar (cellometer) cihazi yardimiyla
sayllmistir. Santriflij edilen tripsinizasyon iglemi ile kaldirilan hicrelerin Uzerine,
hazirlanmis olan besi yeri eklenmistir. Ependorfta, 400 pyl PBS, 100 ul hicre
suspansiyonu karistiriimis hdcreler 5 kat dilie edilmigtir ve karigsimin i¢cine boyama
amagch 1 pl tripan mavisi eklenmistir. Hazirlanan karisimdan alinan 20 pl’lik drnekler

hicre sayarda sayilmistir.

Hucrelerin dondurulma islemi kriyotupler icerisinde gerceklestirilmistir. 1,5 ml
hacimli kriyotiplere, 9:1 oraninda besi yeri ve DMSO (Dimetil sulfoksit) (%10
DMSO) olacak oranda hiicre sispanse edilerek koyulmustur. Daha sonra hicreler
resispanse edilerek -80 derecede saklanmigtir. Dondurulan kriyotlpteki hiicrelerin
37°C de su banyosunda cézllip taze besi yeri eklenerek falkona alinip santrifij
islemi ile DMSO igeren besi yeri uzaklastirilip yeni besi yeri eklenerek pasaj

yapilmis ve hlcreler inkiibe edilmigtir.

3.3. XTT Testi (Hucre Canliligi Testi)

Degisen dozlarda borik asit, TT hicrelerine uygulanarak zamana ve doza
bagiml olarak hucre canliiginin tespiti ve hucrelerin yuzde ellisinin yasadigi dozu
bulmak igin XTT testi kullaniimistir. Test temel olarak suda eriyebilen bir bilesik olan
XTT (2,3-bis(2-methoxy-4 nitro-5- sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)'nin
canli hacrelerde turuncu renkli formazon bilesenlerine indirgenmesi prensibine gore
calismaktadir. Borik asidin sitotoksisitesi ve doz ve zamana bagl etkisi “Cell
Proliferation Assay with XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (biotium CAT no: 30007)”
ile yapiimistir.

TT ve HTF hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir(i kaplarinda 1x10*kuyucuk
miktarinda ekilmistir.10 uM, 20 yM, 35 uM, 50 pM, 75 uM, 100 pM, 200 uM, 500 uM
¢alisma konsantrasyonlari %10 serumlu tam besi ortami ile hazirlanmigtir.
Belirlenen konsantrasyonda borik asit uygulamasi sonrasinda hicre proliferasyonu
“Cell Proliferation Assay with XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Biotium cat no :
30007)" ile saptanmigtir. Ayni zamanda, zamana badimh etkinin arastiriimasi

amaciyla test iglemi 24, 48 ve 72. saatlerde calisiimigtir. Bu saatler sonunda her bir
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kuyucuga 100 yL ortam koyulduktan sonra 50 L aktive edilmis XTT solUsyonu (5
mL XTT Reagent Solusyonu ve 25 pL Aktivator Solisyonu) eklenmigtir. Madde
eklenmesinden 4 saat sonra caligilan gruplarin absorbans degerleri (OD) ELISA
cihazinda 450 nm dalga boyunda ve 630 nm referans araliginda okunmustur. Hicre
canhhigr yizdesi her bir kuyucukta olgulen optik dansite degerinin kontrol optik
dansite degerine bolinmesi ve ylz ile c¢arpiimasi ile hesaplanarak ICso orani

belirlenmistir.

3.4. TUNEL Testi ile Apoptoz Tayini

TUNEL (Terminal deoksinlkleotit transferaz dUTP etiketleme), DNA
fragmantasyonunu tespit etmek amaciyla, apoptozis sirasinda, cift iplikli DNA’larin
kopmalari sonucu ortaya cikan 3'-hidroksil ucunun etiketlenmesi yoluyla calisan bir
apoptozis tayin yontemidir. Test, bir florokrom veya bagka bir marker ile etiketlenmis
deoksinukleatitlerin, DNA cift iplik kopanlarinin 3'-hidroksil uglarina baglanmasini
katalize eden, terminal deoksinukleotit transferaz (TdT) isimli bir enzimin kullanimina
dayanir. TdT enzimi sayesinde DNA kiriklarinin 3'-OH uglarina eklenen floresan
isaretli nukleotidler floresan mikroskop altinda, degerlendirilerek ylzde apoptoz

tayini yapilir.

Calismamizda AAT bioquest Kit, POD kullaniimigtir. TUNEL testi igin
hicreler, 8 odacik igceren lamlara (BD Falcon Culture Slides; 8 Chamber Polystyrene
Vessel Tissue culture treated Glass Slide) ekilmistir. Her bir odaciga icine 4x10°
hiicre olacak sekilde 4 kontrol ve 4 adet etkili bulunan doz araliginda (35 uM) borik
asit ilave edilmis doz grubu hicreleri eklenmis ve IC50 dozunun belirlendigi zaman
araliginda (48 saat) hiicreler inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi, besi

yeri aspire edilmis ve PBS ile yikama iglemi yapilmistir. Kit protokoltne gore;

v' Odacik basina 500 pl olacak sekilde fiksasyon sollisyonu ile bir saat

inkdibasyon
v" PBSile yikama
v 350 pl bloklama soliisyonu (metanol igerisinde %3 H203) ile inklibasyon

v' PBS ile yikama islemi
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v' Buz Ustlinde iki dakika sire ile permeabilizasyon solisyonu (%0,1

Triton-X-100 olacak sekilde sodyum sitrat ¢dzeltisi) ile muamele
v PBS ile ylkama

v Her bir odaciga 0.5 yl 100X TF3-dUTF(component A ) ve 50 ul Reaction
Buffer (Component B ) olacak sekilde 50.5 ul kit solisyonu karigimi ile

muamele edilmistir ve 37 ¢ de 60 dk inkibe edilmigtir.

v PBS ile ylkama

islem gdren hiicrelerin tzerlerine 10ul PBS icinde Hoechst 33332 (100 pg/ml)

iceren %50 gliserol eklenmis ve florosan mikroskobunda apoptotik ve canli hicre

sayimi yapimistir.

3.5. Trizol Reagent ile Total RNA izolasyonu

Kontrol ve doz gruplarinda RNA izolasyonu Trizol Reagent ile

gerceklestiriimistir ve gen ekspresyon duzeyleri tespit edilmistir.

v
v

3x10° hiicre olacak sekilde 6'lik well plakalara hiicre ekimi

Hucrelere borik asitin tespit edilen 1Cso dozu ve zamani (35 uM, 48 saat)
Olcusunde etken madde verilmesi

Hicrelerin, plaka basina 500 ul olacak sekilde trizol ile tamamen kaldirilip,
ependorf tiplere (1 ml'lik) transferi edilmesi

Her bir ependorf tipe 200 ul kloroform eklenip, pipetlendikten sonra, oda
sicakliginda 15 dakika tekrar inkiibe edilmesi,

Solusyonun +4.C’ de 15.000 g’de 20 dakika santriflij edilmesi ve Ust fazin
toplanip, ependorf tiiplere alinmasi,

Toplanan ust fazin Gzerine 500 yl izopropanol eklenip, pipetlenmesi ve 10
dakika oda sicakhgdinda inklbe edilmesi,

+4,C’de 15.000 g’de 30 dakika santrif(j

Peletin Gzerine %70’lik etanol konulmasi ve +4.C’de 12.000 g’de 10 dakika
santrif(j,

Sdpernatantin atiimasi

Pellet 40 pl RNase-DNase free su ile ¢dzinmesi islemleri sirasi ile

gerceklestirilir.
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3.6. cDNA Sentezi

izole edilen RNA'lardan, mRNA cDNA sentezi High Capascity cDNA revers
transcription kiti (LOT:00325690) ile oligo d(T) primeri ve Revers Transkriptaz
enzimi (RT) kullanilarak gerceklestiriimistir MiRNA ekspresyon testpiti icinde abm
MiRNA cDNA synthesis kit (abm) kullaniimistir. Karisim hazirlandiktan sonra cDNA
sentezi icin 50°C’ de inkilbe edilmis, enzimi inhibe etmek icin 85°C’de 5 dakika
bekletilmistir. Sentezlenen cDNA'lar, RT-PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

yapmak lzere -20°C’de saklanmistir (Tablo 4).

Tablo 4 cDNA Sentez Karisimi

Hacim Konsantrasyon
Total RNA Degisken 2ug
Oligo(dT) Primer 1Tl 2,5 uM
dNTP kariGimi (10 mM) 1 pl 500 pM
5X RT tamponu 4 pl 1X
DTT 1l 5mM
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Tablo 5 Devam cDNA Sentez Karisimi

ProtectorRNase 0,5 ul 20U
Inhibitor

Easyscript plus RTase 1l 200 unite
(200U/pL)

RNAaz icermeyen su Degisken -
Son hacim 20 pl -

3.7. Gergek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PZR)

Gergek zamanli PCR, her numuneyi en az bir adet belirlenmis dalga
boyunda bir 1sik huzmesi ile aydinlatacak ve uyariimis fluorofor tarafindan yayilan
flloresansi saptayabilecek kapasitede bir termal doénguleyicide gercgeklestirilir.
Termal donguleyici, numuneleri hizli bir sekilde isitabilir ve sogutabilir, bdylece
nukleik asitlerin ve DNA polimerazin fiziko- kimyasal Ozelliklerinden faydalanmis
olur.

Borik asit eklenmesi sonrasinda belirlenen hiicre dizini kullanilarak, hicre
déngusiunde rol alan genlerin RNA dlzeyindeki ekspresyonlari “Real Time Custom
Panel” kullanilarak saptanmigtir. Mevcut hicre dizininden TRI-Reagent kullanilarak
total RNA izolasyonu yapilmis ve sonrasinda elde edilen total RNA’lardan cDNA
sentezi yapiimistir. PZR islemi sonrasi elde edilen amplikonlar, LightCycler

cihazinda, logaritmik artisa gectikleri dongu sayisinca degerlendirilmistir. Bu sebeple
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once konsantrasyonlari bilinen GAPDH ve diger housekeeping genlerin bir standart
amplifikasyon egrisi olusturulmustur. Hedef miktar; hedef (T) gen kopyalarinin
housekeeping (H) gen kopyalarina orani seklinde 6lglilmustiir. ikinci basamakta,
hedefin housekeeping gen kopyalarina orani (T/H), her reaksiyonda kosulan kontrol
RNA’nin T/H oranina bdliinmesi ile elde olunmustur.

Step One Plus Real-time PCR System, hizli soguma ve isitma kapasitesine
sahip bir ger¢cek zamanli pcr cihazidir. Bu sistemde modifiye SYBR Green methodu
kullaniimistir. Amag¢ amplifikasyon Urtnlerini es zamanli takip edebilmektir. SYBR
Green boyasi DNA’' nin hem blylk hemde klguk girintisine baglanmaktadir. DNA
boyalari ile gercek zamanli PCR'de reaksiyon her zamanki gibi hazirlanir, floresan
DNA boyasi eklenir. Daha sonra reaksiyon, gercek zamanli bir PCR cihazinda
gerceklestirilir ve her déngliden sonra, florasan yogunlugu bir detektor ile olgulur;
boya sadece DNA'ya baglandiginda florasanlasir. Ortam isisina bagli olarak

denature olan DNA’'ninda florosan sinyali dismektedir.

Gercek-zamanh PCR isleminde, “Beta Aktin, Kaspaz-3,8,9,10, Siklin D1,
CDK®6, Bax, P16, P21, P53, BCI-2, BCL-XL, Bid, PUMA, NOXA, CDK2, Siklin D2,
FADD, TRADD, DR4, DR5, TNF, FAS, Siklin B, Siklin E APAF1, Retinoblastoma,
CDK4” genlerinin mRNA ekspresyonu degisimi ve miR-21, miR-224, miR-375, miR-
200 miRNA’larinin degisimi arastiriimistir. Bu genlere ait forward ve reverse dizileri
tablo 5'de 6zetlenmistir. Bunun i¢in housekeeping gen olan Beta aktin geni ve
mMiRNA deneyleri igcinde U6 normalizasyon amagli kullaniimistir. Reaksiyon
asamasinda, her bir kuyucuk basina “5 pl SYBR Green” (Applied Biosystem, USA),
“6.5 pl molekiler biyolojik saflikta su”, “1.5 yl cDNA”, “1 pl Forward Primer” ve “1 pl
Reverse Primer” kullaniimigtir. Hazirlanan reaksiyon karigimlari 96-kuyucuklu
plakaya bolinmus ve plakanin yizeyi seffaf yapiskan etiketle kaplanmistir. StepOne
Plus gergek-zamanli PCR cihazina yiklenen plaka, 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15
saniye ve 60°C’de 10 dakika olacak sekilde ¢ogaltiimistir.
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Tablo 6 Genlerin Primer Sekanslari

Gen Isimleri Primer sekanslari
BAX F: AGAGGATGATTGCCGCCGT
R: CAACCACCCTGGTCTTGGATC
CASPASE-3 F: GCAGCAAACCTCAGGGAAAC
R: TGTCGGCATACTGTTTCAGCA
BCL-2 F: TTGGCCCCCGTTGCTT
R:CGGTTATCGTACCCCGTTCTC
Beta aktin F: TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC
R: CTGCTTGCTGATCCACATCTG
CASPASE-9 F: GGCTGTCTACGGCACAGATGGA
R: CTGGCTCGGGGTTACTGCCAG
P21 F: TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA
R: GGCGTTGGAGTGGTAGAAATC
P53 F: ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT
R: GTGGTACAGTCAGAGCCAACC
BID F: CCTACCCTAGAGACATGGAGAAG

DR4 (TNFRSF10A)

DR5 (TNFRSF10B)

FADD

TRADD

CCND1 (Siklin D1)

CDK4

CDK6

P16

Py

: TTTCTGGCTAAGCTCCTCACG
F:GCGGGGAGGATTGAACCAC

R: CGACGACAAACTTGAAGGTCTT
F:ACAGTTGCAGCCGTAGTCTTG
R:CCAGGTCGTTGTGAGCTTCT
F:GCTGGCTCGTCAGCTCAAA
R:ACTGTTGCGTTCTCCTTCTCT
F:GCTGTTTGAGTTGCATCCTAGC
R:CCGCACTTCAGATTTCGCA

F: AGCTCCTGTGCTGCGAAGTGGAAAC
R: AGTGTTCAATGAAATCGTGCGGGGT
F: ATGTTGTCCGGCTGATGGA

R: CACCAGCGTTACCTTGATCTCCC

F: AGACCCAAGAAGCAGTGTGG

R: AAGGAGCAAGAGCATTCAGC

F: CAGTAACCATGCCCGCATAGA

R: AAGTTTCCCGAGGTTTCTCAGA
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CASPASE-8
Retinoblastom

TNF

APAF1

CDK2

BCL-XL

PUMA

NOXA

CASPASE-10

FAS

CCND2(Siklin D2)

m

A M U M U T U M U M O TNV T O M O T O

F-TCTGGAGCATCTGCTGTCTG
R:CCTGCCTGGTGTCTGAAGTT

:ATCTATATTTCACCCCTGAAGAGTC
: TTCAGAAGGTCTGCCAACACCAACA
: GCCATTGGCCAGGAGGGC

: CGCCACCACGCTCTTCTG

: ATGAGCCCACTCAACAGCAA

: TGTCCTTACACTGGAAGAAGAGAC
: GCTAGCAGACTTTGGACTAGCCAG
: AGCTCGGTACCACAGGGTCA
:GGTCGCATTGTGGCCTTTTTC

: TGCTGCATTGTTCCCATAGAG

: GACCTCAACGCACAGTACGAG

: AGGAGTCCCATGATGAGATTGT

: ACCAAGCCGGATTTGCGATT
:ACTTGCACTTGTTCCTCGTGG

: TAGGATTGGTCCCCAACAAGA

: GAGAAACCCTTTGTCGGGTGG

: CACTTCGGAGGATTGCTCAACA

: TATGTTGGCTCTTCAGCGCTA

: TTCCGCAGTGCTCCTACTTC

: CGCACTTCTGTTCCTCACAG

3.8 invazyon Kapasitesinin Belirlenmesi

invazyon kapasitesi “trans-well matrigel invasion chamber’- invazyon kaplari
(Thermo scientific LOT:159467) kullanilarak 24-kuyucuklu kaltir plaklar icerisinde
degerlendirilmistir. invazyon odaciklari 8 micron gapinda olup Ustleri porlu bir
membran olan matrigel matrix ile kaplidir. Bu membran sayesinde in vitro bazal
mebran kosullari saglanmis olur. Membran sayesinde invaziv 6zelligi olmayan
hicreler membranin diger ylzeyine gegemez. Bu sayede invaziv ve non-invaziv
hicreler biribirinden ayrilabilir. Matrigel membranin (8 um por aciklikli) Gst kismina
borik asit (35 yM) uygulanan TT hucreleri eklenmigtir. TT hucreleri, her invazyon
odasinda 2,5x10°> olacak sekilde serum icermeyen 0.5 ml DMEM igerisine
konulmustur. invazyon odaciginin disina ise, 0.75 ml %10 FBS iceren DMEM
koyulmustur. Hucreler 48 saat 37°C’de COZ2’li inkibatérde inkibe edilmistir.
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invazyon odaciginin igindeki besi yeri ve i¢ yiizeydeki hiicreler uzaklastirimistir.
Gece boyunca inkibasyonu takiben, membranin dst kisminda kalan invaze olmamis
hicreler de temizlenmistir. Dis ylzeye gé¢ etmis invaziv 6zellikteki hicreler, 2 ml
metanol ile fikse edilmis ve 1 ml kristal viyole ile boyanarak isik mikroskobunda

sayllmistir. Son olarak asagidaki formul kullanilarak % invazyon hesaplanmistir.

% Invazyon= matrijel matriks bazal membrandaki hiicre sayisi/Kontrol membrandaki

hicre sayisiX100

3.9 Koloni Olugsum Testi

Belirlenen dozda borik asit eklenen TT hicrelerinde koloni olusumunun
etkilerini inceleyebilmek amagli, 6 kuyucuklu kaplara kontrol ve doz gruplari igin 10°
adet hicre ekimi yapilmis ve 14 gin boyunca 37.C’'de, %5 CO?’li ortamda inklibe
edilmislerdir. inkiibasyon sonrasi, hiicreler soguk metanolle -20,C’de 10 dakika fikse
edilmigtir. Fikse olmus koloniler kristal viole boyasi ile 15 dakika boyanmistir ve

kontrol grubu ile karsilastirmali olarak sayilmigtir.

3.10 Wound healing migrasyon Assay

Wound healing (yara iyilesmesi) testi hicre goégunu ve hlcre-hicre etkilesimini
incelemek icin kullanilan bir laboratuvar teknigidir. Ayni zamanda ¢izik deneyi olarak
da bilinir, ¢inku hidcre tek tabaka Uzerinde cizik yapilarak mikroskopta dizenli

araliklarla gortntdlenir.

Borik asitin TT hicrelerinde migrasyona olan etkisi wound healing (yara

iyilesmesi) testi ile belirlenmistir. Bunun icin %100 konfluentiye ulasan hicrelere,
200 Ml pipet ucuyla gizik atilmistir.0.saat ve 24. Saatlerdeki hiicrelerin bu boslugu

doldurma kapasiteleri inverted mikroskop yardimi ile izlenmig ve fotoraflanmistir.

3.11 TAS TOS Yontemi

Calismamizda, kontrol grubu ve borik asit uygulanmis olan doz grubu TT

hicrelerinde, TAS TOS ydéntemi ile total oksidan ve total antioksidan seviyelerin
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belilenmesi amaciyla, Rel ASSAY Diagnostics (Turkiye) kit kullaniimigtir. Kit
protokolleri asagida belirtildigi gibidir.

3.11.1 TOS Protokolii (Total Oksidan Durumu)

Kit iceriginde, Buffer (Ragent 1), Prochromogen (Reagent 2), Standard

(Reagent 3) olmak Uzere Ug¢ adet kimyasal mevcuttur. Kit Protokol(;

1- 96 well plakali platelerin her bir kuyucuguna 200 pyl Reagent 1 (Buffer)

koyulmustur.

2- Reagent 1’in Uzerine 30 pl ripa sollisyonunda ¢ézlilmus hlicre 6rnedi eklenmis ve
diger kuyucuga standart (Reagent 3) eklenmis (30 ul) ve 30 saniye sonra Eliza

reader (BioTek) yardimiyla 660 nm dalga boyunda okunmustur. (Birinci okuma A1)

3- Okuma sonrasi 10 yl Reagent 2 (Prochromogen) karisima eklenmistir ve Eliza

Plaka okuyucu ile 660 nm dalga boyunda tekrar okunmustur. (ikinci okuma A2)

4- Elde edilen birinci ve ikinci okuma degerleri (A1 ve A2) kullanilarak uUretici

firmanin belirlemis oldugu formualasyona gore TOS degeri hesaplanmistir.

A2-Al=standart ve drnek(serum) AAbs Sonug= (AAbs Ornek) / (AAbs Standart) *

Standart Konsantrasyonu

*Standart Konsantrasyonu kit iceriginde 20 pmol/L ‘dur.

3.11.2 TAS Protokoli (Total Antioksidan Durumu)

Kit iceriginde, Buffer (Ragent 1), Prochromogen (Reagent 2), Standard

(Reagent 3) olmak Uzere ¢ adet kimyasal mevcuttur. Kit Protokol(;

1- 96 well plakal platelerin her bir kuyucuguna 200 pl Reagent 1 (Buffer)

koyulmustur.

2- Reagent 1’in Gzerine 12 pl ripa solliisyonunda ¢6zilmus hlicre érnegi eklenmis ve

diger kuyucuga standart (12 pl) (Reagent 3) eklenmistir. Ayrica U¢ kuyucuga
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molekuler biyolojik grade su (H20) eklenmigtir. 30 saniye sonra Eliza reader

(BioTek) yardimiyla 660 nm dalga boyunda okunmustur. (Birinci okuma A1)

3- Okuma sonrasi 30 pl Reagent 2 (Prochromogen) karisimin Uzerine eklenerek
karistirilmis ve Eliza Plaka okuyucu ile 660 nm dalga boyunda tekrar okunmustur.
(ikinci okuma A2)

4- Elde edilen birinci ve ikinci okuma degerleri (A1 ve A2) kullanilarak Uretici

firmanin belirlemis oldugu formilasyona gore TAS degeri hesaplanmistir.

A2-A1=standart ve drnek(serum) AAbs Sonuc= (AAbs H20)- (AAbs Ornek) / (AAbs
H20)- (AAbs standart)

Kit icerigine goére; TOS icin normal degerler: 4.00-6.00 pmol/L, TAS i¢in normal
degerler: 1.50-1.20 mmol/L dir. Elde edilen TOS ve TAS degerlerine gore oksidatif

stres indeksi (OSi) belirlenmistir. OSi degeri icin kullanilan formiilasyon;
OSi= TOS / TAS* 1/10 seklindedir.

3.12 Comet Assay- Genotoksisite Testi

Comet assay tesit, tek hucreli jel elektroforez tahlili ve kuyruklu yildiz tahlili
olarak da bilinen, dkaryotik hiicre seviyesinde DNA hasarinin tespiti igin kullanilan
hassas bir tekniktir. Lizis ile hicrelerdeki DNA serbest birakildiktan sonra, alkali
ortamda DNA’nin stperkoil yapisi bozulur ve anod ve katod uclari bulunan jel
elektroforezde kizirilmig DNA zincileri anoda dogru gdger ve florasan mikroskobunda
bir kuyruklu yildiz goruntisu olugur. Bas ve kuyruk uzunlugu, bas ve kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti gibi de@erler olculerek DNA ‘da meydana gelen hasar
degerlendirilir. Kontrol ve borik asit uygulanmig TT hucrelerinde DNA hasarini

belirlemek igin alkali comet yontemi kullaniimis ve asagidaki prosedir izlenmistir.

1- Deneyden bir giin dnce lamlar %1,8lik HMA gozeltisine maruz birakildi. iglem

boyunca agarozun donmamasi igin kap 40°C’lik su banyosunda tutuldu.

2- Deneyde, %1’lik LMA ¢ozeltisi hazirlandi ve 37,5°C’lik su banyosuna yerlestirildi.

Liziz ve elektroforez ¢ozeltileri hazirlanarak sogumalari igin buzdolabina koyuldu.
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3- 3 mL hicre suspansiyonu 3mL histopaque sollisyonu Uzerine eklendi. +40C’de
2100 rpm’de, 30 dakika santrifij edildi.

4- Hicre tabakasi alinarak PBS ile yikand.

5- Bu suspansiyondan alinan 60 yL hicre sUspansiyonu ve 180 uL LMA ayri bir

ependorf tlp icerisinde karistirildi ve karisimdan 40 uL alinarak lamlara damlatildi.

6- Lamlara yayilan hicrelerin dizgin dagiimasi amaciyla Gzerlerine lamel kapatildi.

Agarozun katilagsmasi i¢in lamlar 45 dakika boyunca buzdolabinda tutuldu.
7- Liziz ¢bzeltisine alinan lamlar 1 saat 15 dakika boyunca buzdolabinda bekletildi.

8- Lizis ¢oOzeltisinden cikarilan lamlar, distile suyla yikanip elektroforez tankina
yerlestirildi. Tanka elektroforez ¢ozeltisi eklendikten sonra lamlar 20 dakika akim
uygulamadan bekletildi. Ardindan uygun akim (1V/cm, 300mA) ayarlandi ve 20
dakika, 4°C' de elektroforez yapildi.

9- Elektroforez tankindan alinan lamlar distile su ile yikandi ve nétralizasyon
¢cozeltisinde 15 dakika bekletildi. Ardindan lamlar -200C’lik metanole 5 dakika
daldirildi. Metanolden g¢ikarilan lamlar kurutulduktan sonra etidyum bromir (45 L)

ile boyandi ve goruntl analizi yapildi.

10- Comet ydénteminde goérintl analizinde hazirlanan preparatlar, Comet Assay IV
Version 4.3.2 for Basler FireWire goruntu analiz programi kullanilarak Floresan

Mikroskop (Nikon) yardimiyla gergeklestiriimistir.

3.13 Verilerin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Gergek-zamanli PCR verilerinin analizi ve kantitasyonu, AACT metodu
kullanilarak bilgisayar programi ile yapilacaktir. Web tabanli "RT? Profiler™ PCR
Array Data Analysis" programinda bulunan, Volcano Plot analizleri kullanilacaktir.
Metodun amaci, iki ekspresyon sonucunun +3SD karsilastiriimasi esasina
dayanmaktadir. Boylelikle, gen ekspresyonunun karsilagtiriimasi yapilan durumlarda
kontrol ve doz grubu ilgili genlerin ekspresyon degerleri rolatif olarak belirlenecektir.

Gruplarin karsilagtiriimasi "RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis" programinda
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bulunan "Student t-testi" analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilicektir. Gerekli

diger istatistiksel analizler SPSS (versiyon 17.0) ile yapilacaktir.

4 BULGULAR
4.1. XTT Sonuglar

Borik asit uygulanan TT ve HTF hicrelerinde sitotoksik etki ve canlihgi
O6lcmek icin XTT (2,3-bis(2-methoxy-4 nitro-5- sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide)) metodu ile Cell Proliferation Assay with XTT Reagent-Cell
Proliferation Kit(biotium) kullaniimistir. Kit icinde tetrazolium mevcut oldugu icin canli
hicreler tetrazoliumu turuncu renkli formazana indirgemistir. Bu sayede borik asitin,
TT VE HTF hicre kultarine etkisi zamana ve doza bagimli olarak incelenmistir. 96
kuyucuklu hicre kdltir kaplarindaki TT htcrelerine, borik asit 10 uM ile 500 uM
arasinda 8 farkh, HTF htcrelerine ise 10 uM ile 500 yM arasinda 7 farkh doz
konsantrasyonunda eklenerek 24, 48 ve 72. saatlerdeki etkinlik arastiriimistir. Borik
asitin TT hucrelerindeki ICsy dozu GraphPad Prism 8.0.1 programi ile belirlenmis ve
48. Saate 35 uM olarak elde edilmistir. 24 saatlik hiicre canhhgi testi sonuglarinda,
hicre proliferasyonunun %50'lerin altina dlismemesi sebebiyle, 48.saatteki doz
orani IC50 olarak kabul edilmistir. Normal hiicrelerde borik asitin sitotoksik etkilerinin
Olgulmesi amaciyla ise HTF hucreleri kullanilmis. Kontrol gruplarina gore degisimler
sekil.9,10,11,12,13,14 ‘de gOsterilmigstir.

Boric Asit 24h TT

120
100
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40
20
0
o\/

Sekil 9 Borik asitin TT hiicreleri Gzerinde gesitli konsantrasyonlarda 24.saatte hiicre canliligina etkisi

CEIl Viability (%)
()]
o
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Borik asit 48h TT

120
100
80
60
40
20
0

o

Sekil 10 Borik asitin TT hiicreleri Gizerinde gesitli konsantrasyonlarda 48.saatte hiicre canliligina etkisi

CEll Viability (%)

Borik asit 72h TT
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CEll Viability (%)

Sekil 11 Borik asitin TT hiicreleri Gzerinde ¢esitli konsantrasyonlarda 72.saatte hiicre canliidina etkisi
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BAHTF 24h
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Sekil 12 Borik asitin HTF hicreleri Uizerinde gesitli konsantrasyonlarda 24. saatte hiicre canliligina
etkisi

BA HTF 48h
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ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml
Doz

Sekil 13 Borik asitin HTF hicreleri Uizerinde gesitli konsantrasyonlarda 48. saatte hiicre canliliyina
etkisi
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BA HTF 72h
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Doz

100

500

Sekil 14 Borik asitin HTF hicreleri Uzerinde cesitli konsantrasyonlarda 72. saatte hiicre canliliyina

etkisi

4.2 Gergek-Zamanh PZR (Real-Time PCR)

Konsantrasyonlari 260/280 nm 6lgum ile belirlenen RNA’lardan 2ug olacak

sekilde secilen genlerin, cDNA sentezi sonrasi mRNA seviyelerindeki ekspresyon

dizeyleri farkhhklari gergek zamanh PZR yontemi ile degerlendirilmistir. Borik asit

(35 uM) uygulanmasi ile TT hucrelerinde kontrol grubuna goére apoptoz ve hicre

dongusindeki genlerin ekspresyonlarindaki farkhlklar ve bu farkliliklarin istatistiksel

olarak anlamh olup olmadigi degerlendiriimistir. islem sonucunda elde edilen ct

degerleri kullanilarak kontrol ve doz gruplarindaki gen ifadelerindeki degisimi
doékidmante edilmistir (Tablo 6, Tablo 7)

Tablo 7 Real-Time PCR Sonuglari Hiicre Donguisii Gen Degisimleri

Up-Down Regulation (comparing to control group)
Group 1-BA
Position Symbol Fold Regulation P degeri
1 Beta Aktin 1 Housekeeping-Normalizasyon
2 Kaspaz-3 2,3613 0,015
3 Kaspaz-8 -1,7323 0,924
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Tablo 8 Devam Real-Time PCR Sonuglari Hiicre Déngtist Gen Degisimleri

4 Kaspaz-9 1,3332 0,046
5 Kaspaz-10 -1,5979 0,114
6 Siklin D1 -1,4746 0,042
7 CDK6 -2,0665 0,032
8 Bax 4,2143 0,024
9 p16 -4,122 0,64
11 BCI-2 -2,1713 0,038
12 BCL-XL -2,1624 0,002
13 PUMA 1,1171 0,642
14 NOXA 3,0652 0,022
15 CDK2 -1,5935 0,246
16 Siklin D2 1,4012 0,06
17 FADD -1,0251 0,066
18 TRADD -1,0914 0,424
19 DR4 1,6179 0,0564
20 DR5 1,4175 0,074
21 TNF -8,931 0,48
22 FAS -3,1807 0,086
23 Siklin E -9,7741 0,0498
24 APAF1 7,8504 0,03
25 Retinoblastoma -2,0502 0,14
26 CDK4 -9,8864 0,002
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Tablo 9 Real-Time PCR Sonugclari miRNA Degisimleri

Up-Down Regulation (comparing to
control group)
Group 1-BA
Position Symbol Fold Regulation P degeri
1 U6 1 Housekeeping
2 miR-21 -4,3648 0,026
3 miR-224 -8,9801 0,004
4 mMiR-375 1,7461 0,562
5 miR-200 -3,06 0,08
6 miR-130a -6,5987 0,0624

4.3 TUNEL Testi ile Apoptoz Sonuglari

Calismada AAT Bioquest Cell Meter TM TUNEL APOPTOSIS ASSAY KIT,
POD (Cat. No. 11 684 817 910) kullaniimistir. TUNEL testi icin hicreler 8 odacik
iceren lamlara (BD Falcon Culture Sledes; 8 Chamber Polystyrene Vessel Tissue
culture treated Glass Slide) ekilmistir. Her bir chamber icine 4x10% hiicre ,4 adet
kontrol odacigi ve 4 adet de borik asit doz grubu hiicreler eklenmis ve etkili bulunan
doz ve zaman araliginda (35 pyM ve 48 saat) hucreler inkiube edilmistir. Hoechst
boyasi ile boyama yapildiktan sonra, floresans mikroskobu ile apoptotik hlicrelerin

sayimi yapimisgtir.

Floresan mikroskobu, organik veya inorganik maddelerin Ozelliklerini
incelemek amaciyla kullanilan, sacilma, yansima, zayiflama, absorpsiyon gibi
Ozellikleri mevcut optik bir mikroskoptur. Floresan mikroskopu yardimi ile oli
hucreleri tespit edebilmek igin, DNA'y1 boyayabilen Hoechst boyasi ve propidium
iyodid gibi boyalara ihtiya¢ vardir. Bu boyalar nukleusu boyanir hale getirerek Olu ve
canli hucrelerin ayriminin yapilmasini saglar. Hoechst boyasi, 0l ve canli hucrelerin
tamamini boyar fakat 6li hicrelerin apoptoz veya nekroz ile 6lip 6lmediklerinin

ayrimi nukleus morfolojisine ve membran batinliglne bakilarak yapilir. Apoptozis
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yolu ile o6len hicrelerde, hicrenin kendi organelleri ve nukleusundan olusan
apoptotik cisimler bulunur. Calismamizda, mikroskop altinda kontrol ve doz
gruplarinin herbiri icin 5 farkli alan degerlendiriimis ve canh hlcreler apoptotik
hicrelere oranlanarak yizde apoptoz bulunmustur. Apoptotik hiicre orani kontrol
grubunda %4, borik asit uygulanan grupta %14 olarak tespit edilmistir (Sekil 15,
Sekil 16, Sekil 17). Bu sonug, borik asit uygulamasi ile hicrelerdeki apoptozis
oraninin arttigini ve borik asitin kanser hucrelerindeki apoptotik 6lum mekanizmasini

aktive ederek etki gOsterdigini ortaya koymaktadir.

%Apoptozis
20
15 T
10
B %Apoptozis
5
0 4
Kontrol TT Doz TT BA

Sekil 15 Kontrol ve doz gruplarinda ortalama apoptotik hiicre ylizdeleri

Sekil 16 Kontrol grubu huicrelerin TUNEL Testi ile Hoechst Boyamasi sonrasi floresan mikroskopu
gOruntileri



Sekil 17 Doz grubu hiicrelerin TUNEL Testi ile Hoechst Boyamasi sonrasi floresan mikroskopu
gorintileri

4.4 Matrigel- invazyon Testi Sonuglari

Borik asitin  TT hucrelerinde invazyon uzerine etkilerinin aragtiriimasi
amaciyla matrigel-invazyon testi kullanilmistir. TT hdcrelerinin invazyon kapasitesi
“trans-well matrigel invasion chamber’- invazyon kaplari (BD Biosciences, USA)
kullanilarak 24-kuyucuklu kudltar plaklari kullanilarak degerlendirilmigtir. Kontrol
grubu hicreler ve 35 uM borik asit uygulanan doz grubu hucreler, matrigel invazyon
odaciklarina serum icermeyen besiyeri icerisinde 2,5x10° hiicre/ml ve invazyon
odaciginin digina ise %10 serum (FBS) iceren besiyeri konulmustur. Hucreler
37°C'de COZ2li inkubatérde 48 saat inklibasyona birakilmigtir. Seruma
kemoatraksiyonu mevcut invaziv karakterli hicreler,8mm c¢aph porlardan gegerek
matrigel matriks ortamina gecmislerdir. Ylzde invazyonu saptayabilmek icin BD
Bioscience firmasindan temin edilen kontrol odaciklari kullaniimistir. Ayni ortam
kosullarinda 2,5x10° hiicre/ml kontrol odaciklarina yerlestirilmistir. Matrigel matrikste
bulunan invaziv hicreler metanol ile fikse edilip kristal viyole ile boyandiktan sonra
mikroskop altinda 40X buyutmede sayllmiglardir. Assagdidaki formul % invazyonu

saptamak amagcl kullanilmistir;

% Iinvazyon=matrijel matriks bazal membrandaki hiicre sayisi/Kontrol membrandaki

hicre sayisi X100

Elde edilen verilerle % invazyon hesaplamasi doz ve kontrol gruplari igin
hesaplanmistir. Formul sonuglarina gdére kontrol hicrelerinin invazyon kapasiteleri

%63,22+3,5 iken borik asit uygulanan doz grubunda invazyon ylzdesi %32,44+2,5
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olarak saptanmistir (Sekil 18). Matrigel-invazyon deneyi sonucunda, borik asit

uygulanmis doz grubu TT kanser hdcrelerinin invazyon durumlarinin kontrol
grubuna gére belirgin bir sekilde azaldigi gériilmektedir. invazyon chamberlardan

elde edilen gorintiler Sekil.19’da belirtilmistir.

70
60
50
40

30

% invazyon

20

10

Kontrol BA Doz
Gruplar

Sekil 18 Borik asit uygulanan TT hiicrelerinde kontrole gére % invazyon Orani

TT Kontrol Grubu TT Borik Asit Doz Grubu

Sekil 19 Kontrol ve borik asit uygulanan hicrelerdeki invaze olan hiicrelerin krsital viole ile boyanmig
goruntuleri (Buyltme: 40x)
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4.5 Koloni Olusum Sonuglari

Borik asitin TT hdcrelerinde koloni olusumu Uzerine etkisinin belirlenmesi
amaciyla, kontrol ve doz gruplari (35 uM) icin 10 hiicre ekimi yapilmis ve 37 C'de,
%5 CO2'li ortamda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi hiicreler metanolle fikse
edildikten sonra, sayim islemi igin kristal viole ile boyanmislardir. Borik asitin koloni
formasyonuna etkisini anlamak amaciyla 0,1 cm'den blyidk Kkoloniler
degerlendirmeye alinmistir. Kontrol grubu hiicrelerde koloni ortalamasi 412 iken,
borik asit (35 yM) uygulanmis doz grubu hicrelerde koloni sayisi 134 olarak
saptanmistir. Sekil 20’de hucrelerin koloni géruntilerine bakildiginda, kontrol grubu
koloni sayisi ile borik asit uygulanan doz grubu arasindaki koloni sayisinin belirgin
sekilde farkli oldugu ve borik asit sonrasi TT hucre hatti koloni sayisinda belirgin bir
azalma oldugu gbéze carpmaktadir. Sayim iglemi sonrasi da bu belirgin azalma
grafiksel olarak ifade edilmis olup, borik asit maruziyeti ile TT hdcrelerinde koloni

sayisinin %67,9 oraninda baskilandigi saptanmistir. (Sekil.21)

Kontrol TT Hucreleri BA uygulanan TT Hdcreleri

Sekil 20 TT huicreleri Kontrol ve Doz grubu koloni goriintisi
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Ortalama Koloni Sayisi-TT

500 -

400 -

300

200

Koloni Sayisi

100 -

TT Kontrol TT Doz BA
Gruplar

Sekil 21 Kontrol ve doz gruplarindaki ortalama koloni sayilari

4.6 TAS ve TOS Sonuglari

Real Assay Diagnostics Total Oxidant Status kit ve Rel Assay Diagnostics
Total Antioxidant Status kit yardimiyla borik asit muamelesi ile TT hucrelerinden
total oksidan ve total antioksidan seviyelerine etkisi ve sonucundan ortaya ¢ikan
oksidatif stres indeksi hesaplanmistir. Borik asit uygulandiginda kontrole gére ¢ok
kiigUk bir azalma oldugu tespit edilmigtir. Kontrol grubu igin 17,7 ymol/L, borik asit
uygulanan grupta ise 17,2 ymol/L olarak tespit edilmistir (Tablo 8). Antioksidan
kapasiteleri ile ilgili tespit edilen sonuclara baktigimizda kontrol grubunun 0,21
mmol/L, doz grubunda 0,27 mmol/L olarak tespit edilmistir (Tablo 9).
OSI=TOS/TAS*1/10_formulu kullanilarak oksidatif stress indeksi kontrol grubunda
8,05 borik asit uygulanan doz grubunda 6,25 olarak tespit edilmistir (Tablo 10). Borik

asit uygulanan grupta oksidatif stresin azaldigi bulunmustur.

Tablo 10 TOS (Total Oksidan) Sonuglari

2.  Abs
Gruplar 2.Abs 2.Abs-2 1.Abs 1.Abs-2 |ort 1.Abs ort | A Abs TOS
standart 0,132 0,136 0,04 0,036 0,134 0,038 0,096
H20 0,129 0,136 0,037 0,035 0,1325 0,036 0,0965  10,05208
TT control 0,96 1,013 0,837 0,796 0,9865 0,8165 0,17 17,70833
TT Borik asit 0,982 0,989 0,852 0,788 0,9855 0,82 0,1655  17,23958
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Tablo 11 TAS (Total Antioksidan) Sonuclari

Gruplar 2.Abs 2.Abs-2 | 1.Abs 1.Abs-2 |2.Absort|1.Abs ort | A Abs TAS
standart 0,044 0,072 0,041 0,043 0,058 0,042 0,016

H20 0,102 0,101 0,041 0,039 0,1015 0,04 0,0615

TT control 0,101 0,102 0,054 0,046 0,1015 0,05 0,0515  0,21978
TT Borik asit 0,107 0,089 0,05 0,048 0,098 0,049 0,049 0,274725

OSI=TOS/TAS*1/10

Tablo 12 OSI (Oksidatif Stres indeksi) Sonuglar

TOS TAS OSi
TT control 17,70833 0,21978 8,05729167
TT Borik asit 17,23958 0,274725 6,27520833

4.7 Wound Healing (Yara lyilesme) Testi

Borik asitin migrasyon uzerine etkisini belirlemek icin ilgili hucreler 6
kuyucuklu kiiltir kaplarina 2x10° hiicre/ml olacak sekilde ekilmis ve %90 confluent
duruma geldiginde hucrelerin bulundugu medyum cekilip PBS ile yikanmistir. 200
ML steril pipet ucu kullanilarak petri diiz bir sekilde cizilmigtir. Cizilme isleminden
sonra hucreler 3 kez PBS ile yikanarak hucre artiklari giderilmistir. Kontrol ve doz
grubundaki hucreler 0. ve 24. saatlerde fotograflanmigtir (Sekil 22). Deney
sonucunda borik asitin hiicre gdéc¢lini kontrol grubuna oranla daha fazla inhibe ettigi

gosterilmistir.
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TT borik asit O.saat

TT control 24.saat TT borik asit 24.saat

Sekil 22 Kontrol ve borik asit eklenmis doz grubunda wound healing petri goriintileri

4.8 Comet Assay- Genotoksisite Testi

Comet assay testi, tek hucreli jel elektroforez tahlili ve kuyruklu yildiz tahlili
olarak da bilinen, dkaryotik hucre seviyesinde DNA hasarinin tespiti icin kullanilan
hassas bir tekniktir. Lizis ile hicrelerdeki DNA serbest birakildiktan sonra, alkali
ortamda DNA'nin superkoil yapisi bozulur ve anod ve katod uglar bulunan jel
elektroforezde hasarli DNA zincileri anoda dogru goger ve florasan mikroskobunda
bir kuyruklu yildiz géruntistu olugur. Bas ve kuyruk uzunlugu, bas ve kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti gibi degerler olgilerek DNA ‘da meydana gelen
hasar de@erlendirilir. Bizm c¢alismamizda ortaya c¢ikan degerler Tablo 11 ‘de
listelenmigtir. Sekil 23'de ise saglam ve hasarli DNA’larin olusturudugu kuyruklu

yildiz gérinim{ mevcuttur.
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Tablo 13 Comet Assay- Genotoksisite Testi Sonuglari

Kontrol grubu Doz grubu
Bas Uzunlugu 48.72 um 44.31 um
Kuyruk Uzunlugu 38.15 ym 44.68
Bas Yogunlugu %84.03 %66.92
Kuyruk Yogunlugu %15.96 %33.07
Kuyruk Momenti 3.19 7.4

Sekil 23 Orneklere ait komet gérintiileri

57




5.TARTISMA

Hucrelerin, cesitli sebeplerle hicre ¢cogalmasi kontrol mekanizmalarindan
kurtulup, kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalarak bulundugu doku ve organin ve cesitli
sureglerle goc ettigi diger doku ve organlarin dizenli bir bicimde calismasini
bozarak, hilcrenin ve dolayisiyla vucudun homeostazisini etkileyen, genetik ve
molekiler dizeyde bilinen ve bilinmeyen bircok mekanizmasi mevcut hastalik,
kanser olarak isimlendiriimektedir. Kanser, diinyada etkiledigi insan populasyonlari,
Onlenebilir sebepleri, tarama, tani ve tedavi amagh harcanan butgeler ve 6lim
sebepleri arasinda giderek artan oraniyla basl basina ciddi bir halk saghgi
sorunudur. Karsinogenezin genetik, molekller vb. mekanizmalari ve kanserin tani
ve tedavisi ile ilgili yapilan birgok ¢alisma, bu hastali§i daha iyi anlamamiza, olasi
etiyolojik onlenebilir faktorlerden korunmamiza, hastaliga daha kolay ve erken tani
koymamiza ve daha etkin ve yan etki profili daha dusik tedaviler Uretmemize
yardimci olmaktadir. Hicre dénglisi regllasyonu, DNA hasarinin tespitinde ve
tamirinde gorevli kontrol noktasi proteinlerinin etki mekanizmalari, onkogenlerin ve
tumor baskilayici genlerin galisma prensipleri ve bu genlerin mutasyonlari sonucu
gelisen problemler, daha da ayrintili incelenmeli ve bu konuda daha fazla ¢alisma
yapilmasi gerekmektedir. Kanser ilgili yapilan ¢alismalar umut vaadetmesine, her
gecgen gln yeni tani, takip ve tedavi yontemleri bulunmasina ragmen, kansere bagh
olumler halen ilk siralarda yer almaktadir. Bu sebeple, yeni kimyasal, biyolojik,
farmakolojik ve hedefe yonelik farkh ajanlarla ilgili ¢alismalarin artarak devam

etmesi gerekmektedir.

GunUmuzde kanser tedavisi ile ilgili standart kemoterapatikler haricinde anti
kanser Ozellikleri arastirilan yeni ajanlar mevcuttur. Bunlardan bir tanesi de Bor
elementi ve Bor kokenli bilesiklerdir. Bor elementi dogada cgesitli bilesikler halinde
bulunabilir. Ancak insan viucut dokulari ve sivilarinda borik asit (B(OH)3) olarak
bulunur. Yapilan calismalar bu bilesenin, kardiyoprotektif, anti-osteoporotik, anti-
inflamatuar, hipolipidemik, anti-koagulan, anti-neoplastik ve sss ‘nin fonksiyonlarini
artiran etkilerinin oldugunu tespit etmistir. Barranco ve Echertin DU-145 prostat
kanseri hucreleri Uzerinde borik asidin anti-kanser etkilerini inceledigi in-vitro
c¢alismada, borik asite maruz kalan tim kanser hiicre hatlarinda doza bagl,
antiproliferatif bir etki saptanmigtir (30). Yine Barranco ve Eckhert'in 2006 yilinda
yaptid1 borik asit ile muamele edilmis DU-145 prostat kanseri hucrelerindeki

hicresel degisikliklerin incelendigi bir diger calismada ise, hlcre déngusunin
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ilerlemesinden sorumlu bes ana siklin proteininin ekspresyonunun azaldigi tespit
edilmistir. (Siklin A, B1, C, D1, E) (158). Yan Cui ve arkadaglarinin bor alimi ve
prostat kanseri riski arasindaki iliskiyi inceleyen epidemiyolojik ¢alismasinda ise,

gunldk diyette bor aliminin prostat kanseri riskini azalttigi saptanmistir (29).

Biz bu ¢alismamizda, borik asitin meddiller tiroid kanseri hlcreleri Uzerindeki,
migrasyona, invazyona, hicre ¢ogalmasina ve hiicre dénglstine olan etiklerini, in
vitro olarak inceleyerek, borik asitin olasi anti-kanser o6zelliklerini tespit etmeyi
amagladik. Bu dogrultuda apoptozis ve hlicre donguistu ile iliskili genlerin ve yine
medullar tiroid kanseri hlcrelerinde artmis ve azalmis ekspresyonlari bulunan
miRNA’larin  expresyonlarinin degisimini gézlemlemek amaciyla Real Time PCR
yontemini ,borik asitin hticre canhli§i Gzerine etkilerini anlamak icin XTT assay hucre
canlihdi testini, apoptozis tayini icin TUNEL testini, koloni olusumunu test etmek igin
Koloni formasyon testini, invazyonu degerlendirmek icin matrigel invazyon testini,
oksidan ve anti-oksidan etkileri belirlemek icin TAS-TOS deneylerini, DNA hasarini
belirlemek icin Comet genotoksisite testini ve migrasyon tespiti icin ise Wound
healing yontemini kullandik. Literatirde, borik asitin direk olarak medullar tiroid
kanseri hucreleri Uzerine olan etkilerini inceleyen herhangi bir galisma bulunmadigi
icin bulgularin kiyaslanabilecedi literatlr bilgisi bulunmamaktadir, ancak borik asidin
diger kanser hicre hatlari Gzerindeki etkilerini inceleyen c¢alismalardaki benzer

deneyler karsilikh kiyaslama amacli degerlendirilmistir.

Borik asitin cesitli dozlardaki ve 24, 48 ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkileri
arastinimis ve TT hdcrelerinin %50 sinde élime yol agan miktar yani IC50 (LD50)
dozu 48. Saatte 35 UM olarak tespit edilmistir. 24 saatlik hlcre canliligi testi
sonuglarinda, hucre proliferasyonunun %50Q'lerin altina dismemesi sebebiyle,
48.saatteki doz orani IC50 olarak kabul edilmigtir. XTT hicre canhhgi testi harici
devam eden galismalar, kontrol gurubu ve tespit edilen IC50 dozunun uygunlandigi
doz grubu arasindaki degisimler esas alinarak yapilmistir. XTT testi ile letal doz
saptandiktan sonra borik asitin normal hucreler Uzerine sitotoksik etkilerini
incelemek amaciyla belirlenen dozlarda borik asit HTF (human thyroid fibroblast)
hucrelerine uygunlanmistir ve XTT testi ile degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak borik
asitin HTF hcrelerinde sitotoksisiteyi belirgin derecede arttirmadigi tespit edilmistir.

Kontrol ve doz grubu arasinda anlamli bir fark saptanmamigtir.
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Real-Time PCR testinde, apoptozis ve hucre dongusu ile ilgili genlerin,
mRNA duzeyindeki ekspresyonlarindaki degisimler incelenmigtir. Bu genlerden,
apoptozis ilgili olan panelden istatistiksel olarak anlamli dedisim saptananlar;
Kaspaz -3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2, Bcl-xl, NOXA ve APAF-1 ‘dir. Hlcre déngusd ile
iliskili genlerden istatistiksel olarak anlamli degisim saptanmis olanlar ise; Siklin D1,
CDKA4(Siklin bagimh kinaz 4), CDK6 (Siklin bagimh kinaz 6) ve Siklin E genleridir.
Yine PCR yontemiyle elde edilen miRNA ekspresyonlarindan anlamli degisiklik
saptananlar miRNA -21, miRNA-224't(r.

Medullar tiroid kanseri dahil diger kanser tlrlerinde de hem in vivo hem de in
vitro apoptozis ile ilgili genlerdeki degisimleri inceleyen birgok ¢alisma mevcuttur. Bu
c¢alismalardan bazilari borik asit ve medullar tiroid kanseri hlicrelerini icermektedir.
Ancak her ikisinin de bulundugu ve apoptotik genlerin incelendigi bagka bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Kaspaz-3 proteini, kaspaz-8 ve kaspaz-9 ile etkilesime giren bir kaspaz
proteinidir ve sistein aspartik asit proteaz (kaspaz) ailesinin bir Gyesidir (159).
Kaspaz-3 apoptotik hicrede hem ekstrinsik (6lim ligand) hem de intrinsik
(mitokondriyal) yolaklarla aktive olur ve hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptozisde

kilit rol oynar. Kaspaz-3’Un aktive olmasi sonrasi hicre apoptozise gider.

Kaspaz-9 bircok dokuda bulunan apoptotik yol i¢in kritik olan bir baslatici
kaspazdir. Kaspaz-9, kaspaz -3,6 ve 7’yi aktive ederek apoptozis kaskadini devam
ettirir. Kaspaz-9, mitokondriyal veya intrinsik yolagin baslaticisi kaspazidir (160-
161).

Bcl-xl, bcl-2 ve bax, bcl2 gen ailesinin Uyeleridir. Bcl-xI ve bcl-2, kaspaz
aktivasyonuna ve nihayetinde programlanmis hicre dlimune yol agan sitokrom c
gibi mitokondriyal iceriklerin salinmasini 6nleyerek, anti-apoptotik protein gorevi
gorurken, Bax, mitokondriden sitokrom-c ve pro-apoptotik faktorlerin salinimini

saglayarak apoptozisde etkin bir rol oynar (162).

NOXA, Bcl-2 protein ailesinin pro-apoptotik bir Gyesidir. Noxa'nin
ekspresyonu, timor baskilayici p53 tarafindan dizenlenir ve Noxa'nin, p53 aracil
apoptozda yer aldigi gosterilmistir (163), Yarmand ve arkadaslar tarafindan yapilan
RET proto-onkogeni ile ilgili calismada, RET proto-onkogeninin ATF4(aktive
transkripsiyon faktér 4) Uzerinden pro-apopitotik genler olan NOXA ve PUMA

ekspresyonunu negatif olarak diizenledigi saptanmistir (164).
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Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (APAF-1) apoptozisin intrinsik veya
mitokondriyal yolundaki 6lim sinyalininin iletiminde gorevlidir. Sitokrom c'nin
mitokondrinin intermembran boslugundan salinmasi ve APAF-1 molekullerine
baglanmasi Uzerine, heptamerik bir apoptozom kompleksi olusur ve bu kompleks
kaspaz 9 ‘u uyararak apoptozis ile sonuglanacak olan kaspaz kaskadinin

baslamasini saglar (165).

Barranco ve Eckhert’in 2004 yilinda yaptigi DU-145 prostat kanseri hicreleri
Uzerinde, borik asitin anti-kanser etkilerinin inceledigi in-vitro calismada, apoptototik
hidcre olumu sirasinda eksprese edilen Kaspaz-3 ‘Un borik asit ilavesi sonrasi
aktivesinin ve ekspresyonunun indiklendigi gdsterilmistir (158) Literatur ¢alismalari
ile uyumlu olarak ¢alismamizda borik asit grubunda kontrol gurubuna gére kaspaz 3
ekspresyonunda 2,3 kat artis saptanmistir. Bu deger istatistiksel olarak anlaml
olarak bulunmustur (p;0,015). Daha 6nce borik asitin, herhangi bir hiicre kiltirinde
Kaspaz-9 uzerine etkisi arastirimamistir. Ancak c¢esitli ajanlar, meduller tiroid
kanseri hicrelerinde apoptozis Uzerine etkileri agisindan degerlendirilmigstir. Valproik
asitin medullar tiroid kanseri hlcreleri Uzerine etkilerinin incelendigi Greenblatt ve
ark.’nin yaptigi bir calismada, valproik asit uygulanmis kanser hicrelerinde aktif
kaspaz-9 ve kaspaz-3 ‘lUn arttigi saptanmistir (166). Li ve ark. tarafindan Cautleya
gracilis isimli bitkinin insan medullar tiroid kanseri hucreleri Uzerine etkilerini
arastiran bagka bir galismada, kaspaz-9 un arttigi ve apoptozisin indiklendigi tespit
edilmistir (167). Ning ve arkadaslarinin yaptigi in vitro bir galismada suberoyl bis-
hidroksamik asitin medullar tiroid kanseri hicrelerinde apoptozis Uzerine etkileri
incelenmis olup, anti-apoptotik protein bcl-xI'in downregule oldugu, apoptotik protein
kaspaz-3 ‘Un ise upreglle oldugu saptanmigtir, suberoyl bis-hidroksamik asit’in
medullar tiroid kanseri hayvan modellerinde, apoptozis tUzerine etkilerini inceleyen
ayni ¢alismada, bcl-2 ve bcl-X'in azaldigi ve bax proteninin arttigi tespit edilmistir
(168). Hinze ve arkadaglarinin medullar tiroid kanserindeki apoptoz genlerini
inceleyen calismalarinda, MEN ile iligkili MTC ‘lerde, bcl-2 ‘nin glglu bir sekilde
eksprese edildigi, bcl-x'in orta diizeyde eksprese edildigi ve bax geninin zayif bir

sekilde eksprese edildigi saptanmigtir (169).

Bizim ¢alismamizda, belirlenen lethal dozda borik asit uygulanan doz grubu ve
kontrol grubu TT hicreleri incelendiginde, apoptozis agisindan anlami degisimler
saptanan proteinler ve genler Kaspaz-3 (p= 0,015), Kaspaz-9 (p=0,046), Bax
(p=0,024), Bcl-2 (P=0,038), Bcl-xl(p=0,002), NOXA(p=0,022) ve APAF-1(p=0,03)
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olmustur. Literaturle de uyumlu olarak Kaspaz-3, kaspaz-9, Bax, NOXA ve APAF-1
gibi apoptozisi indlkleyen genlerin borik asit uygulanan TT hicrelerinde
ekspresyonlarinin  arttigi, Bcl-2 ve Bcl-x gibi  anti-apoptotik  genlerin
ekspresyonlarinin azaldi§i saptanmistir. Bu sonuglar ve benzer konularda yapilan
diger calismalar degerlendirildiginde, borik asitin TT hicrelerinde apoptozisi,
apoptotik genlerin  ekspresyonlarini  artirarak ve anti-apopitotik genlerin
ekspresyonlarini azaltarak, indikledigi sdylenebilir. Calismamizda ayrica, apoptozis
ile ilgili verilerin kontrol edilmesi amagh TUNEL testi kullaniimistir. Elde edilen veriler
Isiginda, doz grubu ve kontrol grubu arasinda apoptotik hlcre yuzdesi
karsilastiriimistir. Kontrol grubunda apoptotik hiicre orani %4 olarak tespit edilmis
olup IC50 (35 uM) dozda borik asit ilave edilen doz grubunda ise, apoptotik hlicre
orani %14 olarak tespit edilmistir. Gen duzeyinde borik asitin TT hlcrelerinde
apoptozisi indikledigi savinin, TUNEL testi ile birlikte morfolojik olarak da saglamasi
yapiimistir. Elde edilen sonuglar, borik asitin TT hucrelerinde apoptozisi indukledigini
gostermektedir. Literatirde, meddller tiroid kanseri Uzerine borik asitin apoptotik

etkilerini calisan bagka bir ¢alisma bulunamamuistir.

Hicre doénglsu, hidcrenin dinlenim evresi, bdlinmeye hazirlik evresi ve
bdélinme evresi olarak U¢ bdlimde dederlendirilebilir. GO evresi hiicrenin dinlenim
evresi olup, bélinme uyarisi ile baglayan G1, S, G2, M evreleri hiicrenin bolinmeye
hazirlik ve bolinme evreleridir. Hicre bolinmesi sayesinde bir hucredeki genler
digerine aktarilmig olur. Bu nedenle, bdylesine 6nemli bir olay bir¢ok kontrol
mekanizmasi tarafindan denetlenir. Daha 6nce bahsedildigi gibi siklin bagimli kinaz
(CDK)lar ve siklinler hiicre kontrol noktalar igin temel bilesenlerdir. CDK’lar aktif
kinazlara donlusebilmek icin siklinler ile kompleks olusturmak zorundadirlar. Hayvan
hicreleri, CDK1, 2, 3 ve 4 ile dogrudan hucre dongusu duzenlemesine katilan en az
dokuz CDK igerir. Siklin-CDK kompleksi, hticre déngusunun belirli fazlarinda, uygun
substratlari fosforile ederek hucre déngusunde kilit rol oynar.G0 fazinda Siklin C ‘nin
CDKS3 ile, G1 fazinda Siklin D ve E ‘nin CDK4 ve 6 ile, S fazinda Siklin A ve E ‘nin
CDK2 ile, G2 fazinda Siklin A ‘nin CDK1 ve 2 ile ve M fazinda Siklin B ‘nin CDK1 ile

birlikte belirtilen fazlarda hucre kontroliinde rol oynadigi bilinmektedir (170).

Siklin D1 kromozom 11913 bélgesinde lokalizedir ve CDK4 VE CDKE ile iligkilidir.
Hicre fazinin G1-S fazinda dizenleyici rol oynamaktadir. Siklin D1 ve iligkili
kinazlar, CDK4 ve CDKG6 ile birlikte, Rb ve Rb aile Uyelerinin fosforilasyonunu

baslatarak, onlarin E2F transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girme kapasitelerini
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inaktive ederler. Bu fosforilasyon, E2F ailesinin birikmesine neden olur ve DNA
replikasyonu igin gerekli olan ¢ok sayida genin transkripsiyonunu ve ayrica hicre
dongusu ilerlemesini aktive eder. G1 fazinda gorevli ikinci bir olan siklin E ve CDK2
de E2F tarafindan kodlanir. E2F'nin siklin E / CDK2 kompleks aktivitesi ile
aktiflestiriimesi, Rb'nin daha fazla fosforilasyonuna ve inaktivasyonuna yol agar,
boylece E2F aktivitesini daha da arttirir ve siklin E / CDK2 birikimini arttirir (171-
172).

Sporny ve arkadaslarinin  primer tiroid kanserlerinde Siklin-D1
ekspresyonunu arastirdigi, cerrahi sonrasi timaor dokulari kullanilan ve 4’G mediiller
tiroid kanseri olmak Uzere 35 tiroid kanseri vakasinin kullandi§i ¢calismada, medullar
tiroid kanseri hicrelerinde Siklin D1 pozitif hiicre orani %27,4 bulunmus ve Siklin D1
pozitifliginin kanserin agresiflidi ile iligkili olabilecedi dne surllmugtir (173). Drosten
ve arkadaslari ve Watanebe ve arkadaglar tarafindan yapilan RET onkogeninin,
medullar tiroid kanseri ‘nin karsinogenezi Uzerine olan rolinu inceleyen benzer
¢alismalarda, onkojenik RET ifade eden hicrelerde siklin D1’'in mRNA dlzeyinde
yuksek eksprese oldugu saptanmistir. Ayrica ayni c¢alismalarda onkojenik RET
iceren hdcrelerde artmis bcl-2 ekspresyonu saptanmistir (174-175). Basolo ve
arkadaslarinin tiroid karsinomlarinda Siklin D1 ‘in asiri ekspresyonunu arastirdiklari
54 tiroid kanseri 6rneginin bulundugu bir ¢calismada, 8 medullar tiroid karsinomu
orneginin 2’'sinde Siklin D1 duzeylerinin arttigi saptanmigtir.  Normal tiroid
dokusunda ise Siklin D1 artisi saptanmamistir. Bu sebeple calisma sonucunda,
SiklinD?1’in tiroid karsinomlari igin diagnostik ve prognostik bir marker olarak

kullanilabilecegi 6ne surilmusttr (176).

Siklinler ve siklin bagimli kinazlarla ilgili meduller tiroid kanseri diginda diger
kanserler ile ilgili de birgok ¢alisma mevcuttur. Wang ve ark. transgenik farelerde
siklin D1'nin asiri ekspresyonunun, meme kanseriyle sonuglandigini saptamiglardir
(177). Primer insan meme kanserlerinin en az%15'inde ve bas, boyun, ézofagus ve
akcigerin kuclk hucreli disi kanserlerinde siklin D1'in asiri eskpresyonu tespit
edilmistir. (178-190).

Siklin D1 ile birlikte yine G1-S fazinda goérevli Siklin E ile ilgili Schraml ve
arkadaslari tarafindan vyapilan ve 48 farkh timér tipinde Siklin E’nin
amplifikasyonunu ve asiri ekspresyonunu arastiran bir galismada, birgok farkh timor
tipi incelenmis ve Siklin E ekspresyonu yuksek olarak saptanmistir. Ayni

calismada,13 mediller tiroid kanseri 6rnegi incelenmis bunlarin %69,2 sinde Siklin E
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asiri ekspresyonu saptanmamis olup %30,2 sinde zayif protein ekspresyonu
saptanmistir. Gen amplifikasyonu bakilan 10 timoérden ise higbirinde Siklin E geni

amplifikiye edilememistir (191)

Tagliati ve arkadaslar tarafindan Somatostatin ve subtiplerinin  Siklin
D1/CDK 4 aracili meduller tiroid kanserinin proliferasyonu Uzerine yaptigi
calismada, somatostatin uygulanan TT kanser hlcre kultiriinde Siklin D1 ve CDK 4
miktarlarinin azaldigi ve hcrelerin G2-M kontrol noktasinda areste ugradigi tespit
edilmistir (192). Kunnimalaiyaan ve arkadaslari tarafindan PI3K(fosfotidil inozitol 3)
inhibitoérd LY294002 ‘in mediiller tiroid kanseri hilicrelerinde apoptozisi indukledigini
goOsteren bir ¢calismada da Siklin D1 seviyelerinde dusls saptanmistir (122). Y.J.
Chung ve arkadaslari tarafindan dekzametazonun mediiller tiroid kanseri hiicre hatti
Uzerindeki anti proliferatif etkilerini arastiran bir calismada, dekzametazon
uygulamasi sonrasi kanser hucrelerindeki Siklin D1, CDK2 ve CDK4ln
ekspresyonlarinin azaldigi tespit edilmistir (193). J Klubo-Gwiezdzinska ve
arkadaslari tarfindan metforminin meddller tiroid kanseri hlicreleri Gizerine etkilerinin
arastinldigr gahgsmada Siklin D1 azalmasinin hicre buyumesinin inhibisyonu ile ilgili
oldugu ancak apoptozisin induklenmesi ile ilgili herhangi baglantisi saptanamamistir
(194).

Borik asit ve MTC’nin birlikte kullanildigi ve huicre kontrol noktasi genlerinin
ekspresyonlarinin arastirildiyi herhangi bir calisma literatirde bulunamamigtir.
Ancak borik asit ile ilgili diger kanser turlerinin bazilarinda hicre déngusu uUzerine
calismalar mevcuttur. Barranco ve Echert tarafindan borik asit ilavesi sonrasi DU-
145 prostat kanseri hlcrelerindeki hicresel degisikliklerin incelendigi calismada,
prostat kanseri agresifligi ile iligkilendiriimis Siklin A, B1, E, D1, dizeylerinde azalma
oldugu tespit edilmis. Bunun borik asitin apoptozisi digi anti-proliferatif etkisi oldugu

dustintimiistir (158).

Bizim calismamizda, daha énce belirlenen IC50 dozunda 35 yM borik asit
ilave edilen doz grubu ve kontrol grubu hiicre kiltlrleri kiyaslandiginda, doz
grubunda kontrol grubuna gore, Siklin D1 gen ekspresyonunun 1,4 kat azaldigi
(p=0.042), Siklin E gen ekspresyonun 9,7 kat azaldigi (p=0.049), CDK4
ekspresyonun 9,8 kat azaldigi (p=0.002), CDK 6 ekspresyonunun ise 2 kat
(p=0.032) azaldigi tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan benzer galismalarla uyumlu
olarak, siklinler ve CDK’larin hicrelerde proliferatif bir rol Gstlendikleri géz 6niine

alindiginda, borik asit maruziyeti sonrasi TT meduller tiroid kanseri hucre
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kultdrinde, siklinlerin (Siklin D1, E) ve CDK4 ve CDK6 ‘nin baskilanmasinin,
hicreleri G1-S kontrol noktasinda arreste ugratarak hicre proliferasyonunu

durdurdugu veya azalttigi 6n gortlebilir.

Son zamanlarda, mikroRNA'larin (miRNA'larin) MTC'deki gen dizenleme
rolleri, kapsaml bir sekilde calisiimaktadir. MTC'de potansiyel prognostik, terapétik,
prediktif etkileri olan, coklu miRNA duzensizlikleri kesfedilmistir. Pennelli ve
arkadaslari tarafindan yapilan meddller tiroid kanserinde PDCD4(Proglamlanmis
hicre 6limu 4) /miR-21 yolagini inceleyen ardisik 64 MTC serisi incelenerek yapilan
calismada, miR-21’in artmis ifadesinin, MTC gelisimi ile tutarli bir iligkisi oldugu
saptanmistir (p=0,0016). p=0,0013). Ayrica yuksek miR-21 degerleri, ylksek
kalsitonin sevileri(p=0.0003), lenf nodu metastazi(p=0.001), ileri hastalik(p=0.0003)
ve direngli hastalik(p=0.0076) ile iligkili bulunmustur. MiR-21’in asiri ifadesi ile
PDCD4 ‘nin azalmig ifadesinin birbiri ile ters iliskili oldugu saptanmis olup daha énce
yapilan benzer ¢alismalar da g6z 6nline alindiginda, bu ¢alismalar bize mi-R 21’in
PDCD4’u hedef alarak onu negatif ydonde dizenledigini gostermektedir (195-196).
Micro RNA 21 ‘in MTC hicrelerinde asiri ekspresyonu Uzerine Y.H.Chu ve
arkadaslar tarafindan yapilan ve 42 MTC vakasi igeren bir diger ¢alismada ise,
miR-21, MTC hicrelerinde normal tiroid dokusuna goére belirgin sekilde ylksek
saptanmistir (p<0.001).Ayni ¢calismada, MTC hucre kiltirinde miR-21 ve MALAT-1
‘in uzaklastirilmasi sonrasi, hicre proliferasyonu (p<0.05) ve invazyonunda (p<0.05)
belirgin derecede dusus saptanmistir (22). Son c¢aligmalar, miR-21'in PTEN,
PDCD4, RECK ve TPM1 gibi timoér baskilayici genleri baskilayarak hcre
proliferasyonunu destekledigini gostermistir. (109). Mian ve arkadaslari tarafindan
yapilan familyal ve sporadic meduller tiroid kanserlerinde miRNA profillerini
inceleyen 34 sMTC (sporadik), 6 hMTC (herediter) ve 2 C hicre hiperlazisinin dahil
edildigi calismada, miR-21 hastalikli dokuda, normal tiroid dokusuna gére 4,2 kat
artmis bulunmustur. Ayrica ayni ¢alismada, miR-224’0Un de 6,6 kat artmis oldugu
saptanmistir (p<0.0001). PDCD4 ekspresyonu, miR-21 artigi ile tutarli olarak MTC
numunelerinde énemli élglide azalmis olarak tespit edilmistir. MiR-224 artigi ise, lenf
nodu metastazi yoklugu ve disuk evre hastalik ile iligkilendirilmistir (23). Cavedon
ve arkadaslarinin 134 MTC'li (107sporadik,27 familyal) hastanin timér dokularinda
miR-224 ve RAS onkogeni ekspresyonu Uzerine yaptiklarl bir galismada, miR-224
‘in azalmis ekspresyonu, yiksek kalsitonin seviyeleri (p=0,03) , ileri evre (p = 0,001)
ve kalici hastalik (p = 0,001) ve hastaligi bagh 6lim (p=0,0001) ile ylksek derecede
iliskili saptanmistir. Genel olarak, disik miR-224 ekspresyonu, daha kisa bir
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sagkalim ile iligkilendirilmigtir. Ayrica miR-224 ekspresyonu ile somatik RAS

mutasyonlari arasinda anlamli pozitif bir iliski saptanmistir (111).

Bizim calismamizda, borik asit (35 uM) ile muamele edilmis TT hicre
hattinda, kontrol grubuna gére miR-21 4,3 kat (p=0,026) ve miR-224 8,9 kat
(p=0,004) azalmis olarak bulundu. Literatlirle uyumlu olacak sekilde hicrelere
eklenen borik asitin, miR-21’deki azalis ile birlikte, PDCD4 inhibisyonunu azaltarak,
apoptozisi indiklenmesi sonucu MTC hicrelerinde proliferasyonu ve invazyonu
azaltabilecegi dusundlebilir. Bazi calismalarda ve bazi kanser tirlerinde miR-
224 ‘in artigi kotu prognozla iligkilendirilirken 6zellikle MTC’de iyi prognoz ve disuk
evre hastalik ile iligkilendirilmistir. Yu ve arkadaslari hepatoseliler karsinomda
sinerjitik olarak tumoér progresyonu ile iligskili miR-224 yikselmesi ve AKT
aktivasyonu saptamistir (197). Huang ve arkadaslari miR-224'ln meme kanserinde,
kemik metastazlarinin basglamasini ve ilerlemesini tesvik etmede 6nemli bir roll
olabilecegini 6ne sirmustir (198). MiR-224 ‘lin kétl prognoz ve kanser agresifligi ile
ilgili oldugu serviks ve akciger kanseri ile ilgili galismalarda mevcuttur (199-200).
MTC ile ilgili galismalar miR-224 ‘Un iyi prognoz ve disuk evre hastalik ile iligkili
oldugunu goésterse de, bizim ¢alismamizda, borik asit ilave edilmis TT hicrelerinde
MiR-224 ekspresyonunun azaldi§i saptanmistir. Calisma slresince yapilan testler
sonucunda borik asitin TT hucrelerinde, proliferasyonu azalltigi ve apoptozisi
indukledigi dusunulirse, miR-224 ‘Gn azalmis ekspresyonunun iyi prognoz ile iligkili
olabilecegi dusunulebilir. MTC ve miR-224 iligkisi ilgili daha ¢ok hasta ve saglikli

kontrol gruplarini igceren galismalara ihtiyag vardir.

Calismamizda, matrigel invazyon testi yapilarak borik asit eklenmis doz
grubu ve kontrol grubunun invazyon kapasiteleride karsilastirilmigtir. Kontrol grubu
hicrelerinde ortalama invazyon yuzdesi %63,22+3,5 olarak, doz grubu hiicrelerinde
ise %32,44+2,5 olarak saptanmistir. invazyonun borik asit ilavesi sonrasi %30,7
oraninda azaldidi tespit edilmigtir. Barranco ve Eckhert ‘in yaptidi, borik asitin DU-
145 prostat kanseri Uzerine etkilerinin degerlendirildigi calismada, matrigel invazyon
testi kullanilarak borik asitin invazyon kapasitesi Gzerine etkileri arastiriimistir. DU-
145 hicreleri, 250 pM ve 1000 uM dozlarda 8 gin sureyle, borik asite maruz
birakilmis ve sirasi ile, invazyonun %82 ve %97 oraninda azaldi§i tespit edilmistir.
Ayni galigmada borik asit uygulanan hucre kultirunde, her ne kadar genel aktin
konsantrasyonlarinda azalma olmasada,1000 pM borik asit dozunda hicre

cevresindeki F-aktinlerin azaldidi tespit edilmistir (158). Ayrica wound healing (yara
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iyilesmesi) testi ile borik asitin migrasyon Uzerine etkileri de ¢galismamiz kapsaminda
degerlendiriimis ve 0. ve 24. saatte doz grubu ve kontrol gurubu fotograflanmistir.
Deney sonucunda borik asitin hicre gocunu kontrol grubuna oranla inhibe ettigi
gOsterilmistir. Calismamizda, borik asitin  TT hicrelerindeki invazyonu ve
migrasyonu baskilamasinin etki mekanizmasi Uzerine herhangi bir deney yapilmis
olmasa da, aktinlerin, malign hicrelerde invazyon ve migrasyonla iligkili oldugu
saptanan c¢alismalar degerlendirildiginde (201) borik asitin TT hicrelerindeki
invazyon ve migrasyon Uzerine etkisi, hiicrelerin cevrelerindeki F-aktin miktarini
azaltarak yaptig1 dusunalebilir.

Calismamiz kapsaminda borik asitin koloni formasyonu Uzerine etkileri de
arastirilmistir. Elde edilen verilere gore kontrol grubu hicrelerde koloni ortalamasi
412 iken, borik asit (35 uM) uygulanmis doz grubu htcrelerde koloni sayisi 134
olarak saptanmistir. Sonug¢ olarak, borik asit maruziyeti sonrasi TT hicrelerinde

koloni sayisinin %67,9 oraninda baskilandigi saptanmistir.

Borik asitin, TT meduller tiroid kanseri hucreleri Gzerindeki oksidan ve
antioksidan etkilerini arastirmak amaciyla, total oksidan ve total anti-oksidan kitler
kullaniimigtir. Kontrol grubu igin17,7 pymol/L, borik asit uygulanan grupta ise 17,2
pmol/L olarak tespit edilmistir. Antioksidan kapasiteleri ile ilgili tespit edilen
sonuglara baktigimizda kontrol grubunun 0,21 mmol/L, doz grubunda 0,27 mmol/L
olarak tespit edilmigtir. OSI=TOS/TAS*1/10_formUlu kullanilarak oksidatif stress
indeksi kontrol grubunda 8,05 borik asit uygulanan doz grubunda 6,25 olarak tespit
edilmistir. Borik asit uygulanan grupta oksidatif stresin azaldigi bulunmustur.
Calismamizi destekler nitelikte Kuru ve Coban’in, parasetamol ile indiklenmis
hepatotoksisite Uzerine borik asitin ratlar Gizerindeki anti-oksidan etkilerini inceleyen
calismasinda parasetamolin oksidan / antioksidan dengesine verdigi zararin bor
takviyesi ile azaldigi ve borun farkli parametreler Uzerindeki etkilerine (NADPH
artirarak, ylksek protein karbonil icerigini ve disuk protein-SH seviyelerini
azaltmaya yardimci olarak) dayanarak antioksidan o6zellikler gosterdigi kanittanmistir
(202).Turkez ve ark, bor bilesiklerinin, disuk dozlarda (15 mg / L) superoksit
dismutaz ve katalaz aktivitelerini arttirdigini, ylksek dozlarda (500 mg / L),
eritrositlerde kontrole kargi hem superoksit dismutaz hem de katalaz aktivitelerini
azalttigini bildirmistir (203) Yine yapilan bazi c¢alismalar sonucu elde edilen bazi
deneysel kanitlar, bazi bor bilesikleriyle (borik asit, boraks ve kalsiyum fruktoborat
gibi) beslenmenin anti-oksidan veya / ve anti-enflamatuar sonuglari oldugunu

gOstermistir (204-205). Calismamizda, TT hicrelerinde hlcre 6limunu artiran borik
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asitin ayni hicrelerde oksidatif stresi artirici bir etki yapmasi beklenirken antioksidan
etkinligi artirmasinin sebebi olarak, borik asitin, ¢calismamizda degerlendiriimeye
alinmayan superoksit dimutaz ve katalaz enzimlerini doza bagimli olarak
dizenlemesi gdsterilebilir. Borik asitin antioksidan sistemler tzerine etkilerinin daha

genis calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Borik asitin DNA Uzerine yapti§i hasari tespit etmek icin comet assay testi
kullanilmigtir. Test sonuglarina goére borik asit uygulanan doz gurubunda kontrol
gurbuna goére bas uzunlugu ve yogunlugunun azaldi§i, kuyruk uzunlugu ve
yodunlugunun arttigi ve kuyruk momentinin arttigi saptanmistir. Bu sonug¢ borik
asitin TT hucrelerinde DNA hasarini artirarak hiicre o6limuni indikledigini

gostermektedir.

Literatir gozden gegirildiginde, borik asitin anti-neoplastik etkileri Uzerine
yapilan calisma sayisi sinirli sayidadir. Cui ve arkadasglari, jeolojik kayitlar
Uzerinden, yasam verileri ve sudaki boron miktari verilerini analiz edilerek, 95
prostat kanseri ve 8,720 saglikli kontrolden olusan grubu retrospektif olarak analiz
etmis ve artmis bor alimi ile disuk prostat kanseri insidansi arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iliski saptamiglardir (29). Yazarlar, diyet boru ve prostat kanseri
insidansi arasindaki ters iliskinin, steroid hormonlarin, antitimoér metabolitlerin ve
hicre ¢ogalmasinin yeniden dizenlenmesinden kaynaklandigini éne surmuslerdir.
Wade ve arkadaglarinin Teksas'ta yaptidi ekolojik bir arastirma, yeralti sularindaki
bor konsantrasyonlarinin, prostat kanseri insidansi ve prostat kanserine bagli 6lim
oranlariyla ters bir korelasyona sahip oldugunu goéstermistir (31). Gonzalez ve
arkadaslarinin yaptigi ve yaklasik 37.000 katilimciyi iceren prospektif calismada ise
borik asit alimi ve prostat kanseri arasinda herhangi bir iligki saptanmamistir (206).
Serviks kanseri endekslerinin diger populasyonlara oranla dusik oldugu Tirk
kadinlari Uzerinde yapilan epidemiyolojik ¢calismalarda, icme suyundaki yuksek bor
konsantrasyonlarinin  serviks kanseri agisindan koruyucu etkilerinin  oldugu
kanitlanmistir  (34). Altta yatan etki mekanizmasi olarak, serviks kanseri
etiyolojisinde bulunan HPV E7’nin serin proteaz inhibitorleriyle birlikte déntsim
kapasitesinin azaldigini gésteren ¢alismalar degerlendiriimis ve kendiside bir serin
proteaz inhibitdéri olan borik asitin serviks kanseri insidansi azaltmasinin arkasinda
yatan etki mekanizmasinda bu inhibisyonun yatiyor olabilecegi 6ne surulmustur
(150,207). Akciger kanseri ile ilgili galismalarda alttaki mekanizma belirsiz kalmasina

ragmen, bor alimi miktar ile akciger kanseri insidansi arasinda negatif bir iligki
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oldugu gérulmistir (208). Bazi akciger kanserleri ile 17-beta-estradiol arasinda
korelasyon oldugu ve 17-beta-estradiol iceren hormon replasman tedavilerinin
akciger kanserinde kullanilabilecegi ©6ne sdralmistar (209). Bazi yapilan
calismalarda BOR ile diyet desteginin, 17-beta-estradiol konsantrasyonunu arttirdigi
gOsterilmistir (149) Mahabir ve ark’in, 763 akciger kanseri ve 838 saglikli kontrol
grubunda yaptigi bir baska c¢alismada ise diyetle dusik bor aliminin hormon
replasman tedavisinden bagimsiz olarak kadinlarda akciger kanseri riskini arttirdigi
saptanmistir. Mekanizmalar net olmamakla birlikte, borik asitin éstrojen seviyelerini
artirirak, ostrojenin, sigara dumaninda bulunan polisiklik aromatik hidrokarbon gibi
Ostrojen digi gesitli substratlari baglama 6zelliginden yararlandigi dusunulmektedir
(152). Acerbo ve ark. tarafindan, borik asitin malign melanom hicrelerine olan
etkilerinin arastinldi§i calismada, borik asitin muhtemel pre-mRNA eklemesinin
ikinci asamasini inhibe ederek proliferasyonu yavaslattigi ve inhibe ettigi ve
apoptozisi arttirdigi tespit edilmistir (153,210). Borik asit (12.5-50 uM)’in yuksek
dozlarda, hiicre ¢ogalmasini yavaslattigi ve MDA 231 meme kanseri hiicrelerinde
apoptozu indukledigi tespit edilmistir (154). Kanser hicrelerinin borik asit tarafindan
inhibe edilmesinin, dogrudan enzimatik inhibisyon, apoptoz, reseptdér baglama ve
MRNA ekleme gibi gesitli hlicresel hedefleri icerdigi disunulebilir. Son zamanlarda
yapilan calismalarda, 1 uM borik asitin ZR-75-1 (metastatik olmayan meme kanseri
hiucre hatti) meme kanseri hicre gizgisini inhibe ettigi, ancak MCF-7(metastatik
meme kanseri hdcre hatti) hlcre ¢izgisini inhibe etmedigi gosterilmistir. MCF-7
hucrelerinde bulunan NA-boron ko transporter proteininin inhibisyonu engelledigi
dusundlmuistir (211-212).

Bortezomib (PS-341) (213), kanser terapisinde kullanilan proteazom
inhibitdrd bir boronik asit turevidir. Bu bilegik hiicre dongusu reglulasyonunu bozar ve
apoptozu indukler. PS-341'in gugli sitotoksik etkileri, prostat kanseri hicrelerinde ve
MCF-7 ve EMT-6 meme karsinom hucrelerinde de gorulmustur. Ayrica
Bortezomibin, miyelom, mantle hucreli lenfoma, akciger kanseri, over kanseri,
pankreas kanseri, prostat kanseri, meme kanseri ve bas boyun kanserlerini iceren
hematolojik ve solid timdr malignitelerinde apoptozu indikledigi tespit edilmistir
(214-216). Ayrica glunluk diyetle bor aliminin, hicrelerdeki kalsitriol seviyelerini
artirarak, basta meme kanseri olmak Uzere kolorektal, akciger ve prostat

kanserlerinde koruyucu etkisi oldugu dusunulmektedir (217).
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Sonug¢ olarak, karsinogenez sulreci, hicre doéngisl kontrol noktalari,
apoptozisde gorevli genlerin ve proteinlerin isleyisleri, enzimatik reaksiyonlar ve bu
reaksiyondaki goérevli kofaktorler diastnuldiginde olduk¢ca kompleks bir suregtir.
Kanser gelisim mekanizmalarini iceren bu surecin her bir noktasi, bu mekanizmalari
durdurmaya yonelik geligtirilen tedaviler acisindan olduk¢a &nemlidir.
Calismamizda, borik asitin TT meddiller tiroid kanseri hicrelerinde, proliferasyonu
azalttigi, hicre dénglsunu durdurup apoptozu indikledigi, invazyonu ve koloni
olusumunu azalttigi mekanizmalariyla birlikte in vitro olarak tespit edilmistir. Bu
calismanin, borik asit ile ilgili daha 6nce yapilan ve borik asitin c¢esitli 6zellikleri ve
Ozellikle anti-neoplastik 6zelliklerini ortaya c¢ikaran calismalara katki sagladigini

digtunmekteyiz.

6.SONUG

Kanser, insidansi giderek artan ve karsinogenez mekanizmalari ile ilgili daha
¢ok calisma yapildikga daha fazla hedefe yonelik ve alternatif tedavilerin ortaya
ciktigi bir hastaliktir. Mevcut kemoterapatiklerin, hedefe yonelik olmamasi, yetersiz
etkinlikte olmalar ve ciddi yan etkileri bulunmasi nedeniyle, basarili ¢alismalarin
sayllari ve kanitlar arttikga, bu ilaclarin kullanim alanlarinin giderek azalmasi
beklenmektedir. Borun hayvan hicrelerinde énemli bir mikro element oldugunu
goOsteren bircok bilimsel veri bulunmaktadir. Diyetteki bor eksikligi, bazi kanser
turleri, osteoporoz ve osteoartrit dahil olmak Uzere c¢esitli patolojik durumlarla
iligkilendirilmistir. Bor ve bor temelli bilesikler ile yapilan ve borun, karsinogenez
surecini cesitli etki mekanizmalari ile engelledigini ortaya koyan yeni calismalar,
borik asiti, yeni biyolojik ve kimyasal ajanlarin anti-kanser etkileri ile ilgili calisma
yapan bilim insanlari agisindan poptler bir hale getirmistir. Borik asit ile ilgili
calismalar her gegen gun artmaya devam etmektedir. Biz de ¢alismamizda, daha
once tetkik edilmemis olan mediiller tiroid kanseri hlicrelerinde borik asitin etkilerini
inceledik. Yaptigimiz tetkikler sonucunda, borik asitin TT hicrelerinde Siklin D1
/CDK4/CDK®6 yolagindaki genlerin ekspresyonlari azaltarak hiicre proliferasyonunu
engelledigi, kaspaz-3, kaspaz-9, Bax, NOXA ve APAF-1 gibi apoptozisi indikleyen
genlerin ekspresyonlarinin arttirarak ve Bcl-2 ve Bcl-x gibi anti-apoptotik genlerin
ekspresyonlarinin azaltarak, apoptotik etkinligi arttirdigi saptanmistir. MicroRNA
‘larin meduller tiroid kanseri iginde ekspresyonlari ve kanserin agresfiligi ve

prognozu ile ilgili yapilan ¢alismalar 1siginda, Real Time PCR ile izole edilen ve kétu
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prognozla iligkili olan miR-21'de anlamli azalma saptanmistir. Tunel testi ile 1C50
dozunda borik asit ilavesi sonrasi apoptotoik hiicre oraninin arttigi, komet testi ile
DNA kiriklarinin ¢ogaldigi, matrigel invazyon ve koloni olusum testleri ile invazyon

ve koloni olusumunun azaldigi tespit edilmistir.

Tdm sonuglar degerlendirildiginde borik asitin hem meddller tiroid kanserinde
hemde diger kanser tirlerinde muhtemel bir terépatik ajan olarak kullanilabilecegi
diistincesi ortaya gikmaktadir. in vitro calismalarin hizlandiriimasi ve genisletilmesi
ve devaminda deney hayvanlarinin kullanildigi, faz Il calismalarin baslatiimasi, bu

acidan 6nem arz etmektedir.
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