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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

2B - 1ki boyutlu

2B : Ug boyutlu

5FU : 5 Fluorourasil

AlF . Apoptoz indiikleyici faktor

APAF-1 . Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1
APC . Adenomatoz polipozis koli

Asp : Aspartik asit

ATF-2 : Aktive edici transkripsiyon faktorii 2
ATP : Adenozin 3 fosfat

B : Bor

BA : Borik Asit

BCL-2 : B hiicreli lenfoma 2

BIR : Bakuloviriis apoptoz inhibitdrii protein tekrarlar
B(OH), : Borat

BrDU : Bromodeoksiiiridin

CAD : Kaspazlarca aktive edilen deoksiriboniikleaz
CAM . Hiicre tutunma molekiilii

CARD : Kaspaz baglanma ve aktive olma yiizeyi
CD : Yiizey farklilagma antijenleri

cDNA : Tamamlayict DNA

CED-3 . Hiicre 6liim proteini 3

CpG : Sitozin fosfat Guanin

CRD : Sisteinden zengin yiizey

CREB : Siklik adenozin monofosfata yanit veren element baglayict
CTL : Sitotoksik T lenfosit

DAB : 3,3’ Diaminobenzidin

DD : Oliim bolgesi

DED : Oliim efektdr bolgesi

DFF45 : DNA parcalanma faktorii

DISC : Oliimii uyaric1 sinyal kompleksi

DMSO - Dimetil stilfoksit

DNA - Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoksiniikleotit



DR
ECM
ERK
FADD
FAK
FAS
FBS
FGF
FTIRI
GAS2
GLUT
GM-CSF
H202
H3BO3
HCI
HDAC
HRP
IAP
1Cso
ICAD
ICE
IGF-1R
IKK
Ink
JAK
JNK
kb

kDa
Kip
MAPK
MEKK-1
MPT
MRNA
MSS
MTT
NF-xB

: Oliim reseptorii

. Hiicre dis1 matriks

. Hiicre dis1 sinyallerce diizenlenen protein kinaz
: Oliim bélgesi iceren Fas iliskili protein

: Fokal adezyon kinaz

: 11k apoptoz sinyali

: Fetal s1g1r serumu

: Fibroblast biiytime faktorii

: Fourier dontistimlii kizil6tesi goriintiileme

: Biiylime durdurucu 6zel protein

. Glukoz tasiyici

: Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor

: Hidrojen peroksit

: Borik asit

- Hidroklorik asit

: Histon deasetilaz

: Horseradis peroksidaz

. Apoptoz inhibitor proteinler

: Inhibe edici doz 50

: Kaspazlarca aktive edilen DNaz inhibitorii
: Interlokin doniistiiriicii enzim

 Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 reseptorii
: IxB kinaz kompleksi

: Kinaz inhibitorii

: Janus kinaz

: ¢-Jun Kinaz

: Kilobaz cifti

: Kilodalton

: Kinaz inhibitorii proteinler

: Mitojen ile aktive olan protein kinaz

: Mitojen ile aktive olan protein/ Erk kinaz kinaz 1
: Mitokondri gegirgenlik poru

: Mesajc1 riboniikleik asit

. Multiseliiler Sferoid

: 3- (4,5-Dimetiltiyazol-2-il) -2,5 Difeniltetrazolyum Bromiir
: Niiklear faktor kappa B

Xi



NIK
NK
ODF
OPG

p53

PAK2
PARP
PBS
PDGF
PIAS
PIP
pRb
RAIDD
RIP
RNA
RTK
gRT-PCR
SAPK
SHPs
SOCS
SODD
STAT
TGFa
TGFp
TNF
TNF-R
TNFRSF
TNFSF
TRADD
TRAF
TUNEL
uv
VEGF

: NF-xB tarafindan uyarilan kinaz
: Dogal 6ldiirticii hiicre

: Osteoklast farklilasma faktori

: Osteoprotegrin

: p53 proteini

. p21 tarafindan aktive edilen kinaz

: Coklu ADP-riboz polimeraz

: Fosfat tamponlu tuz ¢o6zeltisi

: Platelet kokenli biiytime faktorii

. Aktive STAT larin protein inhibitorleri

: Fosfatidilinositol fosfat

. Retinoblastom proteini

: RIP iliskili, 6liim bolgesi igeren ICH-1 proteini

: Reseptorle etkilesen protein

: Riboniikleik asit

: Tirozin kinaz reseptorii

. Kantitatif Ger¢gek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Stres tarafindan aktive edilen protein kinaz

: Sarkom 2 homolojisi igeren protein tirozin fosfataz

: Sitokin sinyali baskilayicilart

: Oliim bélgesi susturucusu

: Transkripsiyonun sinyal doniistiiriiciileri ve aktivatorleri
: Doniistiiriicli biiyiime faktorii alfa

. Doniistiiriicti biiyiime faktorii beta

: Timor nekroz edici faktor

: Timor nekroz edici faktor reseptorii

: Timor nekroz edici faktor reseptor st ailesi

: Timor nekroz edici faktor st ailesi

: Oliim bélgesi iceren TNFR iliskili protein

: TNFR iliskili faktorler

: Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz (Tdt) Aracili isaretleme
: Ultraviyole

: Vaskiiler endotel biiyiime faktorii

xii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. BCL-2 aile Giyesi Proteinler. ......cocoueiieieiiieiiesie e seesie e sre e sie e 19
Tablo 2. Apoptoz inhibitdr Proteinler.........ccoivveiiiieiieieeie e 20
Tablo 3. TNFRSF GYCIETI. ..cuveieiiiiiiiiiiiciisieeeie e 23
TabIO 4. TNFSF GYCIET1...cviiuiiiiieiiiiesiie ittt st nreas 23
Tablo 5. Kullanilan cihazlarin listesi, marka-modeli ve kullanim yeri. .................... 50
Tablo 6. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan sarf malzeme ve kimyasallar listesi. ............. 52

Tablo 7. Immunohistokimyasal calismalarda kullanilan sarf malzemeler ve
KIMYASAHAT TISTESI. ...t 53

Tablo 8. Gen ekspresyon ¢alismalarinda kullanilan sarf malzeme/kimyasal listesi. 54

Tablo 9. Gergek Zamanli PCR cihaz protoKolil. .........ccooveieiiiiininenciiiccceeee, 78
Tablo 10. RealTime Ready Human Apoptosis Panel 96 genler ve agik adlari. ........ 81
Tablo 11. izole edilen niikleik asitlerin konsantrasyon ve saflik degerleri. ............ 111

Tablo 12. Kat degisim degerlerinin istatistiksel analizine gore 2B kiiltiirde,
BA grubunda ekspresyonu artan genler. ... 112

Tablo 13. Kat degisim degerlerinin istatistiksel analizine gore 3B kiiltiirde,
BA grubunda ekspresyonu artan genler. ... 115

Xiii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. Kanser hiicrelerinin molekiiler 6zelliKleri.. ..........ccoveeiiiiiieiiiiee e, 6
Sekil 2. Apoptotik yolaklar ve moleklller. ............ccooiiiiiiiiiiiiiiic e 14
Sekil 3. Kaspaz alt birimleri ve aktivasyonu ...........ccccoceieeiieieiiee i 16
Sekil 4. IAP'lerin apoptotik yolaklardaki fonksiyonu...........ccoccveveiiiieiiniiinciienen, 21
Sekil 5. Apoptoz YOIaKIart .....cccvviiiiiiiiiii i 22
Sekil 6. Oliim reseptorlerinin yapisal Karstlastirmast. ..........o.eevceereereveresrerssnserennns 24
Sekil 7. FasL - Fas baglantist sonucu DISC olusumu...........ccocoeviiiiiiiiiniicniene 26
Sekil 8. Tip 1 ve Tip 2 hiicrelerde Fas/CD95 aracili apoptoz yolagi..........cccccevvenee. 27
Sekil 9. TNF-R1'e TNF-a'nin baglanmasi ile DISC olusumu .............cccceviieiiennnee 28
Sekil 10. TNF-R1 aracili sinyal iletim yolaKIart...........cccocevviiiiiiniiiiiiiiicceee 29
Sekil 11. TRAIL reseptorleri ve TRAIL DISC.....ccoooiiiiiiiiiiieieeeee 31
Sekil 12. JNK sinyal yolagi aracili @pOptoZ.........cccvervriviiieiiiiiiie e 34
Sekil 13. Hemositometre sayim alani .........ccccovvceiiiiiiiiiieiiseecceees s 57
Sekil 14. Doz belirleme deneyi $EmMaSI. ........ccoivieiiiieiiiiieiiiie e 58
Sekil 15. Hiicre canlilik deneyi $EmMast .........cueeiveiiieiiiiiiieiic e 59
Sekil 16. Immiinohistokimyasal calismalar igin iki boyutlu kiiltiir ortammin
hazirlanmasina ait deNey SEMASL. ........erveiriirierieiiesieee e 61
Sekil 17. Gen ekspresyon c¢aligmalari i¢in 1ki boyutlu kiiltiir ortaminin
hazirlanmasina ait deney $EMASI. .......occveiiiiiiiiiiiie e 62
Sekil 18. Immiinohistokimyasal calismalar i¢in ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminin
hazirlanmasina ait deney $EMASI. ........cccveiiiiiiiiiiiii e 64
Sekil 19. Gen ekspresyon caligmalari i¢in ti¢ boyutlu kiiltiir ortaminin
hazirlanmasina ait deney $EMASI. ......c.ocveiiiiiiiiiiiie s 65
Sekil 20. RealTime Ready Human Apoptosis Panel 96 genlerin yerlesimi. ............. 79
Sekil 21. SW-480 Hiicreleri i¢in borik asit doz inaktivasyon grafigi. .........c..ccoceenen. 87
Sekil 22. Zamana bagli hiicre cogalma verileri. .........ccooviiiiiiiniii 88
Sekil 23. iki boyutlu kiiltiirde BrdU isaretlenme grafigi. .........cccccoevuevevrirernnererinnnns 89
Sekil 24. Iki boyutlu kiiltirde TUNEL boyanma grafifi............c.cccccoeererrvreirererennnn. 92
Sekil 25. iki boyutlu kiiltiirde kaspaz 3 ile isaretlenme grafigi. ..........ccocoeevvrrevernnnns 95
Sekil 26. iki boyutlu kiiltiirde AIF isaretlenme grafifii.........cccoceverereerererererererererennn, 98
Sekil 27. Ug boyutlu kiiltiirde BrdU isaretlenme grafigi. .........c.cocccoevvveveriirernnennnn. 103
Sekil 28. Ug boyutlu kiiltiirde TUNEL boyanma grafifi..........ccceceeveereverererererennnn, 105
Sekil 29. Ug boyutlu kiiltiirde Kaspaz 3 isaretlenme grafigi. .........cccooevevrirerrirennnn. 107

Xiv



Sekil 30. Ug boyutlu kiiltiirde AIF isaretlenme grafifi.........coceceererererererererererenennn, 109
Sekil 31. 2B kiiltiir 48. saat BA ve kontrol gruplari ifade diizeyi degisimlerini

gosteren sagilim grafigi (scatter Plot)......ccviveiiiiiiiiiii i 113
Sekil 32. 2B kiiltiir grup kiimeleme grafigi. ........cccooovvviiiiiiiiiiic e 114
Sekil 33. 3B kiiltiir 48. saat BA ve kontrol gruplari ifade diizeyi degisimlerini

gosteren sacilim grafigi (SCatter Plot).......ccccvieiiiiiiiiiiie e 116
Sekil 34. 3B kiiltiir grup kiimeleme grafigi. ..........ccccvviiiiiiniiiin e 117
Sekil 35. TNF-BIM-BAD iliSKiSi. ....oocuviiiiiiiiiieiiieece e 149
Sekil 36. JNK sinyal yolagi TNF-R1 iligkisi (119). .cccoeviiiiiiiiiiiiiiiiee 150

XV



Resim 1.
Resim 2.
Resim 3.
Resim 4.
Resim 5.
Resim 6.
Resim 7.
Resim 8.
Resim 9.
Resim 10
Resim 11

Resim 12.
Resim 13.
Resim 14.
Resim 15.
Resim 16.
Resim 17.
Resim 18.
Resim 19.
Resim 20.
Resim 21.
Resim 22.
Resim 23.
Resim 24.
Resim 25.
Resim 26.
Resim 27.
Resim 28.
Resim 29.
Resim 30.
Resim 31.

24.
24,
48.
48.
72.
72.
24.
24,
48.
.48
.12

72.
24.
24,
48.
48.
72.
72.
24.
24.
48.
48.
72.
72.
24,
48.
72.
24.
48.
72.
24.

RESIMLER DiZiNi

saat kontrol grubu BrdU immunohistokimyasal boyamasi. ................. 90
saat BA grubu BrdU immunohistokimyasal boyamast. ....................... 90
saat kontrol grubu BrdU immunohistokimyasal boyamasit. ................. 90
saat BA grubu BrdU immunohistokimyasal boyamasi. ..............c.c...... 91
saat kontrol grubu BrdU immunohistokimyasal boyamasi. ................. 91
saat BA grubu BrdU immunohistokimyasal boyamasi. ..............c........ 91
saat kontrol grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamasit. ............. 93
saat BA grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamast. ................... 93
saat kontrol grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamasit. ............. 93
. saat BA grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamasi. ................. 94
. saat kontrol grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamasi............. 94
saat BA grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamasit. ................. 94
saat kontrol grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasi. .......... 96
saat BA grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasi. ................ 96
saat kontrol grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasi. .......... 96
saat BA grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasi. ................ 97
saat kontrol grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasi. .......... 97
saat BA grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasit. ................ 97
saat kontrol grubu AIF immunohistokimyasal boyamasit................... 99
saat BA grubu AIF immunohistokimyasal boyamasi..............c.......... 99
saat kontrol grubu AIF immunohistokimyasal boyamasit................... 99
saat BA grubu AIF immunohistokimyasal boyamast...................... 100
saat kontrol grubu AIF immunohistokimyasal boyamasit................. 100
saat BA grubu AIF immunohistokimyasal boyamasi....................... 100
Saat H-E bOYamast. ......cccvvcviiiiiiiiiiieic e 102
SaAt H-E DOYAMASI. ..c.veeviiiiiiiieiiiiciieeicse e 102
Saat H-E BOYamMasT ......ccouiiiiiiiiiiiiiieic e 102
Saat BrdU immiinohistokimyasal boyamast. .............cccccovviiinnnnnn. 104
Saat BrdU immiinohistokimyasal boyamasi. .........ccccceeveiieiiiicnnnn. 104
Saat BrdU immiinohistokimyasal boyamasi. .........ccccecevriveeiineenne 104
Saat TUNEL immiinohistokimyasal boyamast. ............ccccceeevieennns 106

XVi



Resim 32.
Resim 33.
Resim 34.
Resim 35.
Resim 36.
Resim 37.
Resim 38.
Resim 39.

48.
72.
24.
48.
72.
24.
48.
72.

Saat TUNEL immiinohistokimyasal boyamast. ...........cccoeevveivnenne 106
Saat TUNEL immiinohistokimyasal boyamast. ............cccccceevriennnn 106
Saat kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamasi. ..........cccccceveeivnennne 108
Saat kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamast. ...........ccccceeevreennn. 108
Saat kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamast. ..........cccceeeveeivnennne 108
Saat AIF immiinohistokimyasal boyamast. ..........c.ccccvvveiieiiinennnns 110
Saat AIF immiinohistokimyasal boyamasi. ........cccccccevvveriivieiineenne 110
Saat AIF immiinohistokimyasal boyamast. ............ccecvrieeiieienncnnnn, 110

Xvii



1. GIRIS

Kanser, tizerinde yiiriitiilmekte olan ¢ok sayidaki aragtirmaya ragmen halen
diinya capinda 6nemini koruyan oliimcil bir patolojidir (1). Kolorektal kanserler ise
biitlin kanser tiirleri arasinda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Diinya genelinde her
yil, 1 milyon kiside kolorektal kanser gelismektedir ve mortalite oran1 yaklasik %30
civarindadir (2). Biitiin kanserler arasinda goriilme sikligi bakimindan 3. sirada yer
alir. Kolon kanseri vakalariin %85’inde belirgin bir aile 6ykiisii ve kalitimsal 6zellik
bulunmamaktadir (3). Bu vakalarin biiyliik ¢ogunlugu sporadiktir ve en Onemli
etiyolojik faktorlerden biri beslenme aliskanliklaridir. Bununla birlikte fiziksel aktivite
azlig1, sigara kullanimi, non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglarin kronik kullanimi ve
baz1 metabolik sendromlar diger risk faktorleri arasinda yer alir. Genetik faktorler
incelendiginde ise bunlarin siklikla polipozis ve nonpolipozis sendromlart ile iligkili
oldugu goriilmektedir. Bunlardan Ailesel Adenomatéz Polipozis Sendromu,
Adenomatdz Polipozis Koli (APC) gen mutasyonlar ile iligkilidir. Kalitsal non-
polipozis kolorektal kanserlerde ise, DNA yanlis eslesme onarim genlerinde, lireme
hiicrelerini ilgilendiren ve nesilden nesile aktarilan mutasyonlar goriilmektedir (4).
Kanser taramasi, kolorektal kanserlerde mortaliteyi azaltmak i¢in etkili bir yoldur. Bu
amagcla gaitada gizli kan testi, kontrastli kolon grafisi, sigmoidoskopi ve kolonoskopi
kullanilabilir. Bu yontemlerden biri 50 yasin istiindeki kisilere, asemptomatik dahi
olsa mutlaka onerilmelidir. En etkili ve ucuz korunma yontemi yasam tarzi
degisikligidir. Bu amagla sigara tiiketiminin sonlandirilmasi, fiziksel aktivitenin
arttirllmasi, viicut agirliginin beden kitle indeksine gére uygun sinirlarda tutulmast,
beslenme tarzinin degistirilmesi olduk¢a Onemlidir. Bazi genetik olgularda ise

koruyucu cerrahi girisimler gerekli olabilmektedir (5).

Kolorektal kanserlerin tedavisinde temel yaklasim cerrahi rezeksiyon olmakla
birlikte; niiksleri Onlemeye yonelik olarak hastaligin takibinde ¢ogunlukla
radyoterapiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Baz1 durumlarda ise bununla birlikte kemoterapi
uygulamalar1 da tedaviye eklenmektedir. Bazi kolon kanser olgularinda ise, uzun
stireli kemoterapi uygulamasi tek basina tedavi secenegi olarak kullanilmaktadir.
Kemoterapi uygulamalarinda en sik kullanilan ajan, DNA ve RNA sentez inhibitorii

olan fluorourasil bilesikleridir. Ancak etkileri hiicre dongiisiiniin belirli bir fazina 6zgii



olan bu ve benzeri ajalarin kullanimi sirasinda bulanti, kusma, mukozit, diare, ciltte
deskuamasyonlar, kardiyak ve ndrolojik toksik etkiler gibi ciddi yan etkiler
goriilmektedir (6). Ciinkii bu ajanlar saglikli hiicrelerdeki, 6zellikle aktif olarak
¢ogalmakta olan hiicrelerdeki siiregleri de etkilemektedir. Bu ag¢idan sentetik kimyasal
anti kanser ilaglar sag kalimi artirmakla birlikte, yol agtiklar1 yan etkiler nedeniyle
ciddi sorunlar olugturmaktadir. Bu ve benzeri nedenlerle giiniimiizde, basta kolorektal
kanser olmak tizere bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisi i¢in yan etki potansiyeli daha az
olan dogal bilesikler iizerine arastirmalar yiiriitiilmektedir. Bir¢ok dogal bilesigin
kanser hiicrelerinde DNA diizenleme mekanizmalari, hiicre dongiisii ve apoptoz
yolaklar1 lizerine etki etme potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica bu
molekiillerin, sahip olduklar1 anti-inflamatuvar ve antioksidan etkileri ile de tedaviye

katki sagladiklar1 goriilmistiir (7).

Bor, periyodik tabloda “B” simgesi ile gosterilen, atom numarast 5, atom
agirlig1 10,81 g/mol olan, metalle ametal arasi yar1 iletken 6zellige sahip bir elementtir.
Bor tabiatta hi¢bir zaman serbest halde bulunmaz. Dogada basta oksijen olmak iizere
cesitli elementler ile bilesik halindedir. Borat olarak isimlendirilen bu bilesiklerden en
onemlileri borik asit ve borakstir (8). Borun hayvanlarda ve insanda en yaygin bulunan
formu olan borik asit (HsBO3); renksiz, kokusuz ve suda kolayca ¢oziinebilen seffaf
kristal yapidadir. Bor giinliik diyetin bir pargasi olarak borik asit (BA) formunda
alinmaktadir. BA sindirim sistemi yoluyla absorbe edilir, viicut sivilart ile dagilima
ugrar ve yar1 omrii yaklagik olarak 24 saattir. Akut alimlarda BA’in %50’si ilk 12
saatte, %90°1 ise 96 saatte viicuttan atilir. Kronik alimlarda tamaminin ancak 3 haftada
viicuttan atilabildigi kaydedilmistir. Bor bobrekler tarafindan atilincaya kadar beyin,
kemik, testis ve karaciger gibi organlarda birikim gostermektedir. Bu durumda bor
diisiik konsantrasyonlarda tiim organlara dagilmis durumdadir (9). BA’in kanser
tedavisinde kullanilabilirligini destekleyen bazi onemli kimyasal ozellikleri de
bulunmaktadir (10). BA kimyasal olarak zayif bir Lewis asittir ve yapisal 6zellikleri
karbon atomuna benzemektedir. Bu nedenle karbon igerikli birgok substratin yarismali
inhibitorii olarak davranabilmektedir. Bu 6zelligi ile BA peptidaz, proteaz, arjinaz,
nitrik oksit sentaz ve transpeptidaz gibi bir¢ok enzimi etkili bir sekilde inhibe
edebilmektedir (11). BA, fizyolojik doz araliginda, doz bagimli olarak LNCaP ve Du

145 prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etmektedir (12). Bununla birlikte



MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda ise BA, apoptozu uyarmakta ve hiicre
¢ogalmasini doz bagimli bir sekilde azaltmaktadir (13). Ayrica BA melanoma hiicre

hatlar1 tizerinde apoptozu uyararak ¢ogalmay1 engelleyici etkiler gostermektedir (14).

Bu ¢alismanin amaci; diinyada ve iilkemizde sik goriilen, yliksek mortalite ve
morbidite oranlarina sahip kolon kanseri hiicreleri {izerine in vitro kosullarda BA’in
etkilerini hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminda incelemektir. Bu amagla
bir insan kolon kanseri hiicre hatti olan CCL-228-SW-480 hiicrelerinde BA
uygulamasimin hiicrelerin canlilik ve ¢ogalma diizeyleri iizerine olan etkileri
Bromodeoksiiiridin (BrdU) yontemi, apoptoz iizerine etkileri ise kaspaz 3, Apoptoz
Indiikleyici Faktér (AIF) ve TUNEL metodu ile imiinohistokimyasal olarak
arastirilmistir. Ayrica hem iki boyutlu hem {i¢ boyutlu kiiltiir ortaminda BA
uygulamasinin apoptoz yolaginda yer alan cesitli genler {izerindeki etkileri ise
kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (gRT-PCR) metodu ile

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kansere iliskin ilk bilgiler eski Misir, Babil ve Hint uygarligi kayitlarinda yer
almaktadir. Ozellikle Antik Misir uygarhigindan giiniimiize ulasan ve kemik kanseri
bulgular igeren mumyalar ve bunlara ait yazitlar bu donemlerde de kanser vakalarinin
goriildiigiinii ve tedavi edilmeye ¢alisildigini gostermektedir. Milattan énce (M.O.)
1600’lerden giintimiize ulasan kansere ait bu ilk yazili kayitlarda, hastaligin tedavi
edilemedigi ve sadece kitlesel yapilarin ¢ikarildigi bildirilmektedir. Bir terim olarak
“kanser” ilk defa Hipokrat (M.0O. 460-370) tarafindan “karkinos” adiyla iyilesmeyen
yaralar i¢in kullanilmistir. Karkinos sozciigi Antik Yunan mitolojisinde bir yengecin
adindan gelmektedir. ilk defa Galen (M.S. 130-210) tarafindan; yenge¢ isirig
agrisinin, kanser agrisina olan benzerligi nedeni ile Latince yenge¢ anlamina gelen
“cancer” kelimesi de kanseri tanimlamak i¢in kullanilmistir. Ayrica Galen ilk defa
tiimorleri ozelliklerine gore; dogaya uyan, dogaya karst ve dogayr asan olarak
siniflandirmistir (15). Tiirk tip tarihinde ise ilk defa 13. yy’da kanser kavramu,
“seratan” kelimesi ile kiiclik boyutlarda, agrili olusumlar ile tanimlanmistir.
Serafeddin Sabuncuoglu’na ait 15. yy’da yayinlanan bazi eserlerde kanserin cerrahi
olarak ¢ikarilmast gerektigine yonelik bilgiler yer almaktadir (16). 17. yy’a
gelindiginde ilk defa Malpighi tarafindan kanser dokusu {izerine mikroskobik
incelemeler yapilmistir. Yine ayni donemde Morgagni ise giliniimiizdekine yakin
haliyle kanser tiirlerini tanimlamistir. 18. yy’a kadar kanser teorilerinde ¢ok fazla
degisim gozlenmemektedir. O doneme kadar kanser tedavisinde daha cok cesitli
metalik tuzlar, hayvansal ve bitkisel karisimlar kullanilmistir. 19. ve 20. yy’da ise
kanser olusumu, tanisi ve tedavisi konusunda hizli bir bilgi artis1 olmus, bu alanda

onemli ilerlemeler kaydedilmistir (16).

Kanser; yasanilan gevrede karsilagilan ve/veya hiicrede ortaya ¢ikan fiziksel ya
da biyolojik etkenler nedeniyle, hiicre 6lim programinin bozulmasi ve kontrolsiiz
boliinen hiicrelerin asir1 ¢ogalmasi sonucu olusan multifaktoriyel bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir (17). Kanser sozciigii yine Yunancada kok anlamindaki “genesis”

kelimesiyle birlestirilip karsinogenez terimi tiiretilmistir. Karsinogenez; hiicre



biiyiimesi ve farklilagmasi gibi biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin agamali
olarak bir araya gelmesi sonucu ortaya ¢ikan bir siiregtir. Karsinogenez sirasinda
kanser hiicreleri iki 6nemli 6zellik kazanmaktadirlar. Birincisi, kanser hiicrelerinin
normal hiicre béliinmesi sinirlarini asip kontrolsiiz olarak ¢ogalmalaridir. ikincisi, bu
hiicrelerin diger hiicrelerin yasam alanlarina yerlesmeleridir (18). Normal kosullarda
hiicrelerin hem i¢ hem de dis ortamla haberlesmesini saglayan g¢esitli sinyal
mekanizmalari, bu hiicrelerin kontrollii bir sekilde biiyiimelerini ve ¢ogalmalarini
saglar. Ancak kanser gelisim siirecinde bu mekanizmalarda meydana gelen gesitli
bozukluklar sonucunda; hiicreler asir1 boliinme kapasitesi kazanir, 6lim sinyallerine
duyarsizlasmalar1 sonucu apoptozdan kagar, invazyon ve metastaz yetenegi kazanarak
cevre dokulara ve uzak organlara yayilabilir (19). Hiicre dongiisii kontrol
mekanizmalarindaki denetimlerden kagan hiicreler, cogalmaya devam edip, anormal
hiicre kitlesi olustururlar. Bu kitlelere tiimor veya neoplazma denir. Bu hiicreler tek bir
kitle i¢inde kiimelenmis olarak duruyorsa iyi huylu tiimor adin1 almaktadir. Ancak

invazyon ve metastaz 6zelligi kazanmigsa kanser olarak kabul edilmektedir (20).

2.1.1. Kanserin Molekiiler Biyolojisi

Kanserin en temel ozelligi olan hizli ve kontrolsiiz ¢ogalma, kanser
hiicrelerinin klonizasyon o6zelligini tanimlamaktadir. Buna gore kanser tek bir
hiicrenin genetik degisim gecirerek kontrolsiiz boliinmeye baslamasinin ardindan
ortaya ¢ikan hiicreler ile gelisir. Bu degisime tiimor baslangici, degisimin gozlendigi
ilk hiicreye de tiimor baslatict hiicre adi verilir. Ardindan bu progenitdr hiicrenin
cogalmasi ile olusan klonlarda farkli mutasyonlar gozlenir ve bunun sonucunda farkli
Ozellikler gosteren hiicre topluluklari olusur (19). Klonal gelisimin en 6nemli
kanitlarini, tiimor hiicrelerinin kromozomal analizleri verir. En yaygin kanserlere ait
hiicreler analiz edildiginde ¢esitli kromozomal kusurlar tasidiklari goriiliir (21).
Kanserin tek bir hiicreden koken aliyor olmasi ayni zamanda, hiicrenin tasidig
anormalligi kendinden sonraki hiicrelere aktarabilmesini gerektirir. Bu bakimdan
genetik ve epigenetik degisiklikler, kanser olusumundaki en Onemli basamagi
olusturur. Kansere yol agan bircok etkenin ayni zamanda genetik/epigenetik
degisikliklere de yol aciyor olmasi bunun en 6nemli gdstergelerindendir. Ornegin;

kimyasal karsinojenler, niikleotid dizilerinde degisiklige; X 1sinlar1 ve iyonlastirici



radyasyon, kromozom kiriklar1 ve traslokasyonlara; viriisler ise hiicre igine yabanci
genetik materyalin yerlesimine neden olurlar (22). Ancak kanser gelisimi igin tek bir
mutasyonun da yeterli olmadigi bilinmektedir. Clinkii bir hiicrenin yasamu siiresince
herhangi bir aktivitede mutasyona ugrama olasilig1 yaklasik 10'° dur (23). Bu ise dogal
olarak canlinin yasamini devam ettiremeyecegi kadar yiliksek bir diizeydir. Sonug
olarak kanserin, ancak ardisik mutasyon basamaklari sonucunda olusan bir patoloji
oldugu goriilmektedir (24). Kanserlesme siirecini baglatan etkenler ¢ogunlukla
mutajeniktir ve hiicre DNA’s1 ana hedeftir. Bu noktada olusan hasarlar DNA tamir
enzimlerince onarilmaya calisilir. Eger bu hasarlar onarilamaz ise timor siipresor ve
apoptotik genlerin devreye girmesi ile hiicre apoptoza yonlendirilmeye ¢aligilir (19).
Kanserlesme siirecinin daha iyi anlasilmasi, ancak kanser hiicrelerinin molekiiler

ozelliklerinin iyi bir sekilde tanimlanmasi ile miimkiindiir (Sekil 1).

Biiyime Sinyallerinde
Oz-yeterlilik Kazanma

Biylime Karsiti
Sinyallere Duyarsizlik

Sinirsiz Cogalma
Potansiyeli

Yeni Belirtegler }—\

Hucresel Enerji [ o
Mekanizmalarinda

Bozulma

Genomik Kararsizlik N Tuméri Tesvik Eden
ve Mutasyon > inflamasyon

L Yeni Ozellikler ‘—J

Sekil 1. Kanser hiicrelerinin molekiiler 6zellikleri.(20, 25).




2.1.2. Kanser Hiicrelerinin Molekiiler Ozellikleri

2.1.2.1. Biiyiime Sinyallerinde Oz Yeterlilik Kazanma

Hiicreler ¢ogalabilmek i¢in mitojenik sinyallere ihtiyag duyarlar. Bu sinyaller
bliylime faktorleri, ekstraseliiler matriks bilesenleri veya hiicre-hiicre etkilesimleri
yolu ile iletilebilmektedir (26). Bu sinyallerden bir veya birkaginin yoklugunda normal
bir hiicre ¢ogalamaz. Bunun en tanimlayict 6rnegi hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda
hiicrelerin ancak belirli bliylime faktorleri ve uygun tutunma kosullar1 varliginda
cogaltilabilmesidir. Bir¢ok kanser hiicresi ise kendi biiylime sinyallerini kendisi
tireterek, bu konuda mikro ¢evreye olan bagimliligini ortadan kaldirir. Bunu saglamak
adma muhtemel ii¢c mekanizmayr kullandiklar1 diistiniilmektedir; 1) Biiyiime
sinyallerini alan reseptdrlerin asir1 ekspresyonu, 2) Integrin gibi ekstraseliiler matriks
reseptorlerini, biiylime sinyali aktaran reseptorlerle degistirme, 3) Biiyiime faktorii
reseptorleri ve integrinlerin hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmalarinda degisiklik (20).
Birgok mitojenik biliylime faktorii tek bir hiicre tipi tarafindan diger hiicrelerin
cogalmasimi uyarmak ic¢in dretilir. Yani heterotipik bir sinyal mekanizmasi sz
konusudur. Ancak kanser dokusu {izerinde yapilan arastirmalar kanser hiicrelerinin
kendi mitojenik biiylime faktorlerini olusturabilme yetenekelerine sahip olduklarini
gostermektedir. Bu durum otokrin bir kontrol mekanizmasinin geliserek ¢ogalma
konusunda diger hiicrelere olan bagliligin ortadan kaldirildiginin gostergesidir (27,

28).

2.1.2.2. Cogalma Karsit1 Sinyallere Duyarsizhik

Dokularda hiicre sayisindaki dengeyi korumaya yonelik olarak hiicreleri sessiz
konumda tutan bircok c¢ogalma karsiti sinyal sistemi mevcuttur. Cogalma karsiti
sinyaller hiicreleri Go fazina veya post mitotik faza girmeye zorlayarak etkili
olabilirler. Bu mekanizmada o&zellikle retinablastom proteini (pRb) ve iliskili
molekiiller rol oynamaktadir (27, 29). Normal hiicrelerin biiyiime karsit1 sinyallere
verdikleri yanitlar, gogunlukla hiicre dongiisiiyle, 6zellikle de hiicrelerin bu dongiide
G1 fazina gegisini yoneten sistemlerle iligkilidir. Hiicreler bu periyotta cevresel

degisiklikleri izlerler ve algilanan sinyalin 6zelligine gore ¢cogalmaya, sessiz kalmaya



veya postmitotik faza gegmeye karar verirler. Molekiiler diizeyde tiim ¢ogalma karsiti
sinyaller pRb ile baglantilidir (30). pRb hipofosforile oldugu durumda E2F isimli
transkripsiyon faktorii lizerine etki ederek Gi: fazindan S fazina gegisten sorumlu
birgok genin ekspresyonunu etkiler (31). pRb yolaginin bozulmasi sonucunda kontrol
mekanizmasindan yoksun kalan E2F hiicreleri normalde G1 fazindan gecisi bloke
eden biiylime karsit1 sinyallere duyarsizlastirarak hiicre ¢ogalmasina neden olur (20,
32, 33). Ancak kanser hiicrelerinin asirt ¢ogalmasi, biiylime karsiti sinyallerden
kacinma yeteneginden daha fazlasini gerektirir. Ciinkli dokular ayn1 zamanda hiicre
¢ogalmasini siirlandirmak tizere hiicreleri geri doniisii olmayan postmitotik veya
farklilasmis duruma sokarlar. Cesitli kanser dokular1 {izerine yapilan arastirmalar,
kanser hiicrelerinin bu terminal farklilasma durumundan kendilerini korumaya
calistiklarin1 gostermektedir. Terminal farklilagmadan kacinmadaki stratejilerden biri

direkt olarak MYC onkogeni ile iliskilidir (34).

2.1.2.3. Apoptozdan Kagis

Kanser hiicrelerinin sayisini belirleyen faktor sadece hiicrelerin g¢ogalmasi
sonucu sayica artiglar1 degildir. Buna ek olarak basta apoptoz olmak iizere degisik
nedenlerle meydana gelen hiicre 6liimleri de nemlidir. Aslinda apoptotik program
temelde insan viicudunda yer alan tiim hiicrelerde bulunmaktadir. Bu program
sonucunda hiicresel membranlar bozulur, sitoplazmik ve niiklear iskeletler yikilir,
kromozomlar ve c¢ekirdek parcalanir. Sonucta biiziisen hiicre tipik olarak dokudaki
diger hiicreler tarafindan 24 saat i¢inde ortadan kaldirilir. Apoptotik mekanizmada,
mekanizmanin isleyisinden sorumlu sensorler ve efektorler vardir. Sensorler
intraseliiler ya da ekstraseliiler kosullardaki degisimleri takip ederek hiicrenin
yasamasi veya Olmesi yoniinde sinyal olusturur. Hiicre i¢inde; DNA hasarini,
hipoksiyi, onkogen aktivasyonu sonucu olusan sinyalleri, yasamsal faktorlerdeki
azalmayi, hiicre-matriks ya da hiicre-hiicre adezyonu baglantili yasamsal sinyalleri
algilayan cesitli sensor mekanizmalar bulunur. Sonug olarak i¢ veya dis kosullar takip
eden bu reseptorlerin olusturdugu sinyaller g¢esitli efektér mekanizmalart harekete

gegirir (20, 35).



2.1.2.4. Simirsiz Cogalma Potansiyeli

Bir hiicre; biiylime sinyallerinde otonomi, biiylime karsit1 sinyallere
duyarsizlik ve apoptoza kars1 diren¢ kazandigi zaman sonug olarak hiicrenin biliylime
programi, ¢evresel faktorlerin kontrol mekanizmasinin disina ¢ikmis olur. Denetimden
¢ikan ¢cogalma programi ise asirl boliinme ve sayica artig sonucu kanser gelisimine
neden olur. Son calismalar kanser hiicrelerinin, timdr kitlesi olusturmasinda sadece
hiicre-hiicre sinyal ileti kaybinin yeterli olamayacagini, ayn1 zamanda hiicrelerin
¢ogalmasini sinirlayan i¢ programda da bir sorun olmasi gerektigini ortaya
koymaktadir (20). Hiicre kiiltiirii galigsmalar1 in vitro kosullarda hiicrelerin sonlu bir
¢ogalma potansiyeli oldugunu ortaya koymustur. Hiicreler, belirli sayida boliinmenin
ardindan hiicresel yaglanma ve apoptozla devam eden bir siire¢ sonucunda oliirler.
Ancak, ayni kiiltiir ortaminda kanser hiicreleri sinirsiz sayida boliinme kapasitesine
sahiptir. Bu limitsiz ¢ogalma potansiyeli, kanserlesme siirecinde meydana gelen
degisimler sonucu kazanilmaktadir. Bu kazanimlardan en Onemlisinin telomeraz
aktivitesi oldugu diisiiniilmektedir. insan kanserlerinin yaklasik %90°nda telomeraz

aktivitesi ile telomerlerin korundugu goriilmektedir (36).

2.1.2.5. Anjiyogenez

Hiicrelerin canlilig1 icin yeterli besin ve oksijen destegi olduk¢a Onemlidir.
Organogenez sirasinda bu durum kan damarlari ve parankimin koordineli bir sekilde
gelisimi ile saglanir. Bir doku bir kere olustuktan sonra yeni damar olusum siireci yani
anjiyogenez gegici olarak ve oldukc¢a siki bir denetim altinda gergeklestirilir. Asir
cogalmis bir hiicresel kitlede belirli bir siire sonra anjiyogenik yetenek kaybolur ve
hiicrelerin ¢ogalma potansiyeli sinirlanir. Kitle daha genis boyutlara ulagsmak ig¢in
mutlaka anjiyogenik yetenek kazanmak zorundadir (20, 37, 38). Pozitif ve negatif
sinyaller ya anjiyogenezi uyarir ya da sinirlar. Anjiyogenezi uyarici sinyallerden en
onemlisi vaskiiler endotelial biiyiime faktorii (VEGF) ve fibroblast biiyiime faktoriidiir
(FGF). Her ikisi de endotelyal hiicreler lizerindeki tirozin kinaz reseptorleri (RTK)
araciligi ile etki edereler (39). Anjiyogenezi inhibe edici bir bir faktdr olan
trombospondin-1 ise endotel hiicreleri iizerinde yer alan CD36 reseptorlerine

baglanmaktadir (40). Kanser gelisiminde anjiyogenezi baslatma ve devamliligini



saglama siiregleri hiicrelerin sonradan kazandigi becerilerdir. Kanser modelleri ile
yapilan calismalar anjiyogenezin Ozellikle orta evrelerde etkin oldugunu
gostermektedir (40). Kanser hiicreleri temel olarak anjiyogenez aktivatorleri ve

inhibitorleri arasindaki dengeyi bozarak anjiyogenezi uyarmaktadir (41).

2.1.2.6. Doku Invazyonu ve Metastaz

Bir¢ok kanser tiiriiniin erken ya da ge¢ evrelerinde primer timor kitlesinden
ayrilan hiicreler komsu dokulara ya da farkli yollarla uzak dokulara ulagarak yeni
odaklar olusturabilir. Boylece sinirli besin ve yer problemini ortadan kaldirirlar (42).
Bu olduk¢a karmagsik bir siirectir ve burada etkili olan biyokimyasal ve genetik
faktorler heniiz tam olarak anlagilamamistir. Ancak mekanik agidan, temelde
hiicrelerin mikrogevresi ile olan baglantilarinin ¢esitli ekstraseliiler proteazlar ile
yikimu stratejisi one ¢ikmaktadir. Bu siiregte ise hiicre-hiicre baglantilarini saglayan
immungloblulin ailesi iiyeleri olan hiicre adezyon molekiilleri (CAM) ve kalsiyum
bagimli kaderin ailesi hedef alinir. Ayrica yine hiicre-ekstraseliiler matriks baglantisini
saglayan integrinler de dnemli hedefler arasindadir. Bir¢ok kanser tiiriinde hiicreler
aras1 baglantilarda Ozellikle E-kaderinlerde degisiklik goriilmektedir (43). E-
kaderinler, Wnt- Kkatenin yolagi iizerinden biiylime karsit1 bir etki gosterir. Bazi
kanser tiirlerinde g¢esitli mutasyonlar sonucunda E-kaderinlerin inaktivasyonu
goriilmektedir (44). Bu durum kanser hiicrelerin daha invazif olmalarinin ve metastaz
kabiliyetlerinin 6niinii agar. Ayrica yine CAM’larin ekspresyonunda meydana gelecek
degisimler de bu siiregte onemlidir. Diger taraftan invazyon ve metastaz gdsteren
kanser hiicrelerinde proteaz genlerinin ekspresyonel artisi, proteaz inhibitor genlerinin

ekspresyonel azalis1 goriilmektedir (20, 45, 46).

2.1.2.7. Genomik Kararsizhik ve Mutasyon

Genomun Korunmasini saglayan sistemler her bir hiicrede diisiik oranda
kendiliginden olusan mutasyonlar tespit etme ve onarma yetenegine sahiptir. Timor
gelisimini destekleyen genlerin olusma ihtimali kanser hiicrelerinde artmistir ve bu
durum hiicrelerde mutasyonlarin artisinin bir sonucudur (47). Bu mutasyonlara

yatkinlik durumu ise genomun korunmasini saglayan mekanizmalardaki bir ya da daha
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fazla komponentin saf dis1 edilmesi, boylelikle mutajenik ajanlara karsi duyarliligin
artmasi ile geligir (48). Ek olarak bu mutasyonlarin birikimi normal olarak genomik
bitiinliigii izleyen ve genetik olarak hasarli hiicreleri yaslanmaya veya apoptoza
zorlayan sistemlerden 6diin verilmesi ile de gergeklesebilir. Burada p53 merkezi bir
role sahiptir ve “genomun koruyucusu” olarak isimlendirilir. DNA’nin biitiinligiinii
saglayan ve “genomun bekg¢isi” olarak isimlendirilen mekanizmalar1 hedef alan ¢ok
cesitli bozukluklar tespit edilmistir (49). Bu bozukluklar baslica; DNA hasarin1 tespit
eden ve tamir mekanizmasini aktive eden, direkt olarak DNA hasarini tamir eden veya
mutajenik molekiilleri DNA’ya hasar vermeden once engelleyen sistemlerde
goriilebilir. Genetik agidan “genom bekgisi” genler ¢cogunlukla timor baskilayic
genler gibi davranirlar ve tiimor gelisimi esnasinda fonksiyon kaybina ugradiklari
goriiliir (25, 50). Insan kanserlerinin biiyiik cogunlugunda farkli genom degisiklikleri
goriilmekle beraber; temel olarak genomun korunmasini ve tamirini saglayan
mekanizmalarda bozukluklar tespit edilmektedir. Bu durum ise ancak bir genomik

kararsizlik varhiginda s6z konusu olabilir (51).

2.1.2.8. Tiimérii Tesvik Eden Inflamasyon

Kanser dokusunun patolojik incelemeleri, timorlerin bityiik oranda hem dogal
hem edinsel bagisiklik hiicreleri ile istila edildigini gostermektedir. Baslangigta bu
durum, neoplastik olmayan dokulardaki inflamasyonun bir yansimasi olarak
degerlendirilmistir. Ancak giiniimiizde artik kanser dokusunun; degisen oranlarda
farkli immiin sistem hiicreleriyle istila edilidigi bilinmektedir (25, 52). Bu durum ilk
olarak timér dokusunu ortadan kaldirmak isteyen bagisiklik sisteminin bir yaniti
olarak yorumlanmistir. Bu agidan giiniimiize kadar bir¢ok tiimér tipinde, timori
immiinolojik olarak yok etmeye yonelik antitiimoral cevaplar gelistigini destekleyen
bulgular da ortaya konulmustur. Ancak son dénemde; tiimorle iligkili inflamatuvar
cevabin, tiimdor gelisimini ve ilerleyisini uyarici paradoksal etkilere sahip olabilecegini
gosteren veriler elde edilmistir (53). Bu verilere gore, kanser dokusunda inflamasyon
timor mikrogevresine; ¢ogalma sinyalleri olusturan biiylime faktorlerini, hiicre
Oliimiini smirlandiran yasamsal faktorleri, proanjiyogenik faktorleri, anjiyogenezi,
invazyonu ve metastazi tesis eden ¢esitli ekstraseliiler matriks modifiye edici enzimleri

ve epitel mezenkim gegisi aktivasyonuna neden olan uyarici sinyalleri saglamaktadir.
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Ayrica inflamatuvar hiicreler komsu hiicreler i¢in olduk¢a mutajenik olan gesitli
kimyasallart ve reaktif oksijen tiirlerini salarak genetik diizensizliklere neden

olmaktadir (54).

2.1.2.9. Enerji Metabolizmasinin Yeniden Diizenlenmesi

Aerobik kosullar altinda saglikli hiicreler enerji iiretimi i¢in mitokondriyal
oksidatif fosforilasyonu kullanirlar. Ancak ¢ogu kanser hiicresinde glikoliz artmis ve
oksidatif fosforilasyon kapasitesi azalmistir (55). Bu durum ilk defa Warburg
tarafindan tanimlanmstir (56). Warburg etkisi ad1 verilen durum; kanser hiicrelerinin
normal diizeylerde oksijen varliginda bile, glikolizi inhibe etmek yerine artirdiklar1 ve
asir1 oranda laktat tiretimi ile seyreden bir enerji metabolizmasini tercih ettikleri durum
olarak tanimlanmustir. Bu olay, kanser hiicrelerindeki mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon mekanizmalarinin bozulmus olmasiyla iliskilendirilmis ve uzun yillar da
bu sekilde kabul gormiistiir. Ancak arasgtirmalar kanser hiicrelerinde mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon sistemlerinin saglam oldugunu ortaya koymaktadir (25, 57).
Kanser hiicreleri oksijen varliginda, glukoz metabolizmalarini ve sonug olarak enerji
tiretimlerini biiyiik 6l¢tide glikoliz ile sinirlandirmak igin yeniden programlayabilirler
(58). Kanser hiicrelerinde, ATP iiretiminde daha az verimli glikolitik yol igin bir salter
bulunmasinin fonksiyonel gerekgesini anlamak zor olabilir. Ancak glikolitik yolda
tiretilen bir ¢ok yan iirliniin hiicrelerce niikleotit ve amino asit iretiminde kullanildigini
ve boylelikle yeni olusan hiicreler icin gerekli makro molekiillerin saglandigi ve

organellerin sentezinin desteklendigi akla getirilmelidir (55).

2.1.2.10. immuniteden Kags

Yeni baslayan bir kanserde, ileri evre timdrde ve mikro metastazlarda; tiimor
olusumuna kargi immiin sistemin nasil bir rol oynadigi heniiz kesin olarak
anlagilamamistir. Uzun zamandir kabul géren bir teoriye gore, hiicreler ve dokular
daima aktif durumda olan bir immiin sistem tarafindan izlenmektedir ve bu gozetim
yeni olusan kanser hiicrelerinin ve heniiz olugmaya baslayan tiimorlerin biiyiik
cogunlugunu tanima ve saf dis1 etme yetisine sahiptir. Bu bilgilerin 1s18inda artik

ortaya ¢ikmis solid tiimorler, bu tiimorii olusturan kanser hiicrelerinin immiinolojik
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olarak ortadan kaldirma mekanizmalarindan bir sekilde kagtigini1 kanitlamaktadir (25,
59). Immiin sistemi baskilanmis hastalarda siklikla tiimér gelisimi, immiinolojik
gbzetimin kansere karsi koruyuculugu agisindan onemini ortaya koymaktadir (60).
Ayrica, Qenetik miihendisligi ile iretilen bagisiklik sistemi Kkusurlu farelerde,
bagisiklik sistemi normal olan kontrol gruplari ile kiyaslandiginda, tiimorlerin daha
siklikla ortaya ¢iktig1 ve daha hizli gelistigi goriilmektedir. Ozellikle CD8” sitotoksik
T lenfositlerin (CTL), CD4* Tnl yardimec1 T hiicrelerin ya da Dogal Oldiiriicii
Hiicrelerin (NK) gelisim veya fonksiyonlari acisindan kusurlu olmanin kanser
gelisimine yatkinligi daha fazla oranda artirdigi goriilmektedir (61). Bu deneysel
modeller sonug olarak immiinolojik gdzetim ve tiimdriin ortadan kaldirilabilmesi igin
hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik sistemine ait hiicrelerin katiliminin
gerektigini ortaya koymaktadir (62). Kanser hiicreleri ise bu immiin yok edilisten
kurtulmak adina gesitli savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Bunlarin bir kismi
timoriin, efektor bagisiklik hiicrelerince taninmasini ve ortadan kaldirilmasini
engelleyecek degisiklikleri igerir. Diger taraftan kanser hiicreleri antijen isleme ve

sunumu yolaklarinda kusurlar olusturarak da immun sistemden kagabilirler (63).

2.2. Apoptozun Molekiiler Biyolojisi ve Kanser

2.2.1. Apoptoz

Apoptoz kelimesi Yunanca ayrilma anlamindaki “apo” ve diisme
anlaminindaki “ptosis” sozciiklerinin birlesiminden olugmaktadir ve yaprak dokiimii
anlamina gelmektedir (64). Apoptoz terimi tip alaninda ilk defa M.O. 4. yy’da
Hipokrat tarafindan kangrenle sonug¢lanan, tedavi olmayan kiriklar i¢in kullanilmagtir.
Hiicre 6liimii kavrami ise ilk defa Karl Vogt tarafindan tanimlanmistir. Ancak bu konu
tizerinde 18. ve 19. yy’lar boyunca farkli bilim adamlar tarafindan arastirmalar
yiiriitiilmiis ve degisik tanimlamalar yapilmistir. Ornegin, Virchow hiicre éliimiiniin
iki farkli tipini tanimlamig ve bunlar1 nekroz ve nekrobiyoz olarak adlanlandirmistir.
Aslinda nekrobiyoz ad1 altinda Virchow, apoptozu morfolojik olarak tanimlamaktadir.
Bu donemdeki aragtirmalar arasinda One ¢ikanlardan biri de Flemming’in

calismalaridir. Flemming ilk defa hiicre Oliimiiniin sadece mekanik kuvvetler
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nedeniyle olamayacagini, hiicre i¢indeki kimyasal degisikliklerin de bu siiregte etkili
oldugu fikrini ortaya koymus, ayrica “kromatolizis” kavrami ile 6len hiicrelerdeki
kromatin parcalanmasini tanimlamistir. Bu gilinlimiizde apoptozun karakteristik
Ozelligi olarak bilinen DNA pargalanmasinin ilk kez tanimlanmasidir (65). Apoptoz
Ilk defa 1972 yilinda Kerr tarafindan yayinlanan ¢aligmada programli hiicre dliimi
olarak adlandirilirken; bir¢cok 6zelligi ile diger hiicre 6liim tiirlerinden farkli oldugu
vurgulanmustir (66). Apoptoz, hiicrenin 6zel bir uyariyr almasiyla baslayan ve 6limii
ile sonuglanan oldukca siki diizenlenen bir siiregtir. Apoptoz {lizerine yapilan
caligmalar, bu silirecte yer alan mekanizmalarin karmagsik bir diizenlenime sahip
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu mekanizmalar apoptozu diizenleyen bir dizi

kompleks molekiil agin1 ve bunlarin iliskili olduklar1 bir dizi sinyal yolagini

icermektedir (Sekil 2).
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Sekil 2. Apoptotik yolaklar ve molekiiller (67).
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Apoptoz  sonucunda hiicrelerde  kromatin  yogunlagmasi, ¢ekirdek
fragmantasyonu ve hiicre hacminde azalma gibi morfolojik; kaspaz aktivasyonu, DNA
yikimi, protein ve yiizey modifikasyonlar1 gibi biyokimyasal degisiklikler gozlenir
(68). Apoptoz temelde bir hiicre 6liimii olmasmin 6tesinde ayni zamanda gesitli
biyolojik siireglerin ve biyolojik dengenin devamliligini saglamada, farklilagmada,
gelismede, hiicre cogalmasinin kontroliinde ve zararli veya infekte olan hiicrelerin yok
edilmesinde de biiylik 6neme sahiptir (66). Programli hiicre 6liimii olarak apoptoz
organizmanin gelisiminde ve doku hemoastazisinin saglanmasinda iistlendigi roller
nedeni ile evrimsel siire¢te korunmus olduk¢a dnemli bir hiicresel olaydir. Embriyo
gelisim siirecinde yeni hiicrelerin ortaya ¢ikmasi ve mevcut hiicrelerin farklilagmasi
sirasinda rol oynayan en &nemli mekanizma apoptozdur. Ozellikle morula ve
blastokist evrelerinde hiicre sayisinin sinirlandirilmasinda oldukga 6nemlidir (69).
Ancak, kanser gibi patolojik durumlarda hiicreler apoptoza gitme yeteneklerini
kaybederler ve bu durum hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olur. Ayrica,
kanser hiicrelerinin ¢ogunda apoptotik yolagin aktivasyonunu engelleyen proteinlerin
asir1 ekspresyonu da goriilmektedir. Bazi durumlarda ise kanser hiicreleri cesitli
mekanizmalar gelistirerek, onlari programli hiicre 6liimiinden kurtaracak olan anti-

apoptotik molekiilleri sentezlemektedir (70).

2.2.2. Apoptozun Molekiilleri

2.2.2.1. Kaspazlar

1990’11 yillarin baglarinda; nematodlarda Ced-3 ve Ced-4 ad1 verilen genlerin
veya bu genlere ait liriinlerin, pozitif olarak hiicre 6liim programinin belirlenmesinde
rol aldiklar1 anlasilmistir. Sonrasinda ise nematodlarda bulunan Ced-3’iin insanda bir
aspartat spesifik proteaz olan interlokin 1-B doniistiiriicii enzimi (ICE) sentezleyen
genle homolog oldugu tespit edilmistir. ICE’nin ektopik ekspresyonlarinin kemirgen
hiicrelerinde apoptoza yol agmasi ise kaspazlarin apoptozla olan iliskilerini ortaya
koymustur (71). Kaspazlar apoptozdaki rolleri ile taninmasina karsilik, piroptozis ve
inflamasyon gibi siireglerde de rol oynamaktadir. Bunun yani sira eritroid farklilasma,

lens gelisimi, spermatogenez, kok hiicre farklilasmasi ve ndronal gelisim gibi
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stireglerde de etkindirler (72). Ayrica bazi calismalar kaspazlarin otofajide rol oynayan

cesitli proteinleri yikarak, bu siirece de etki ettiklerini gostermektedir (73).

Kaspazlar peptid baglarinin Asp (aspartik asit) rezidiilerini, karboksil ucundan
kesen proteazlardir (72). Giiniimiize kadar insanda 11 farkli kaspaz tipi tanimlanmustir.
Kaspazlar inaktif proenzimler olarak salinir ve tam bir katalitik aktivite igin tasimig
olduklar1 Asp rezidiilerinin proteolitik yikim1 gerekir. Yapisal olarak kaspazlar bir 6n
alan, bir biiyiik alt birim (~20 kDa) ve bir kii¢lik alt birimden (~10 kDa) olusur.
Aktivasyonla birlikte 6n alan ve biiyiik alt birim arasindaki Asp baglarinin yikimi ile
biiyiik ve kiiglik altbirim proenzimden ayrilir. Ardindan ikinci bir yikim biiyiik ve
kiiciik alt birimler arasindaki Asp baglarini hedef alarak bu ikisini ayrir (Sekil 3). Aktif
kaspazlar genellikle iki biiyiik ve iki kiiciik alt birimden olusan bir tetramerik yapiya
sahiptirler ve bu nedenle iki adet aktif bolge igerirler (74).

Onbélge
inaktif |

Aktif

p20 p10
N

Sekil 3. Kaspaz alt birimleri ve aktivasyonu (74).

Kaspazlart oncelikle iki ana gruba ayirmak miimkiindiir; apoptozda rol
oynayan kaspazlar (kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 12) ve cogunlukla sitokinlerin
islenmesinde gorevli kaspaz 1 (ICE) ile iliskili kaspazlar (kaspaz 1, 4, 5, 11). Ardindan
apoptozda rol oynayan kaspazlar ise 6n alanlarinin biiytikliigline gore; baslatict ve
efektor kaspazlar olmak tizere iki ana gruba daha ayrilir. Burada uzun bir 6n alana
sahip kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10) daha ¢ok baslatic1 kaspazlar olarak davranirlar.
Cilinkii bu kaspazlarin uzun 6n alanlari, kaspazlari aktive eden molekiillerce (FADD,
APAF-1) taninmasini ve baglanmasini saglayan, kaspaz baglanma bolgesi (CARD)
veya CARD benzeri motifler tasimaktadir. Kisa 6n alana sahip kaspazlar (kaspaz 3, 6,
7) ise efektor kaspazlar olarak adlandirilir. Bunlar kisa on alanlarinda CARD
motiflerinden yoksundur ve bu nedenle daha ¢ok apoptozun ilerleyen evrelerinde
aktive olabilirler (75).
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Genel olarak hiicreleri apoptoza gotiiren sebepler bilinmekle birlikte, bu farkli
kosullarda kaspazlarin nasil aktive edildigi tam olarak bilinmemektedir. Ancak sonug
olarak bir¢ok uyari baslica ii¢ ana yol ile kaspazlar1 aktive eder; mitokondriyal kaspaz
aktivasyonu, oliim reseptorii aracili kaspaz aktivasyonu ve granzim-B tarafindan
indiiklenen kaspaz aktivasyonu (71, 75). Her ne sekilde olursa olsun sonugta aktive
olan kaspazlar hiicredeki ¢esitli proteinleri hedef alarak apoptozun beklenen
degisikliklerine aracilik ederler. Kaspazlar tipik olarak hedef proteinlerdeki ¢esitli
tetra peptid motifleri tanirlar. Ancak bu motifleri icermeyen hedef substratlar da
bilinmektedir. Gelsolin, fodrin, niiklear laminin A ve B, Gas2 (growth arrest specific
protein 2), keratin 18 ve B-katenin gibi gesitli hiicre iskelet proteinleri kaspazlarin
substratlar1 arasindadir. Bu proteinlerin yikimi hiicre gdvdesinin yeniden
organizasyonuna yol agar ve apoptotik cisim gibi hiicresel pargalarin olusumuna neden
olur. DFF45 (DNA Fragmention Factor, 45kDa) ya da ICAD (Inhibitér of Caspase-
Activated DNase) diger 6nemli kaspaz subtratlar1 arasindadir. Ozellikle ICAD’m
parcalanmasi ile CAD (Caspase Activated DNase) aktivasyonu ve apoptozun tipik

DNA yikim paterni gerceklesir (76).

2.2.2.2. BCL-2 Ailesi Proteinleri

BCL-2 ailesi iiyeleri 6zellikle apoptozun mitokondriyal yolaginda rol oynayan
onemli molekiillerdir. BCL-2, apoptoz yolag: ile ilgili olarak tanimlanan ilk
molekiildiir. BCL-2 o6ncelikle insan folikiiler lenfoma hiicrelerinde t(14;18)
translokasyonu ile tanimlanmis, ardindan bir proto-onkogen olarak rolii anlagilmistir.
Ardindan bu protein ile dizi homolojisi paylasan diger iiyeler tanimlanmistir. BCL-2
ailesi tiyeleri baslica BH1, BH2, BH3 ve BH4 olarak adlandirilan dort alanda dizi
homolojisi gosterirler. Ancak tiim {iyeler bu alanlarin tamamin1 tasimaz. Bu alanlar,
cesitli molekiiler fonksiyonlar ve aile iiyeleri arasindaki protein etkilesimleri igin
gereklidir. BH1 ve BH2 alanlarinin anti-apoptotik molekiillerin apoptozu baskilayict
fonksiyonlart i¢in gerekli oldugu, BH3 alaninin ise pro-apoptotik molekiillerin bu
fonksiyonlar igin gerekli oldugu bilinmektedir. BH4 alaninin ise temel olarak anti-
apoptotik molekiillerde bulunmasi, apoptozun baskilanmasinda fonksiyonel
olabilecegini gostermektedir (77). Pro-apoptotik molekiiller, sadece BH3 alani tasiyan

veya ¢oklu alana sahip molekiiller olarak siniflandiriliabilir. Sadece BH3 alanina sahip
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BID, BIM, BAD gibi molekiiller periferik 6liim sinyallerini alan ve BAX ve BAK gibi
¢oklu alana sahip efektor molekiilleri aktive edebilen bir 6zellik sergiler (78).

BCL-2 ailesi proteinleri, birbirleri ile ve baz1 diger proteinler ile etkilesebilir.
Bu etkilesimler temel olarak ii¢ sekilde olabilir. Bunlardan ilki ve en sik goriileni, pro-
apoptotik ve anti-apoptotik tiyeler arasindaki etkilesimdir. Bu etkilesim, antagonistik
bir etkiyle sonuglanir ve hiicre 6lim programiin dinamik kontroliinii saglayabilir.
Ancak burada tiim pro-apoptotik molekiillerin diger tiim anti-apoptotik molekiillerle
etkilesime girmeleri s6z konusu degildir. Bu konuda heniiz tam olarak
aydinlatilamamis bir secicilik s6z konusudur (79). Ikinci tip etkilesim ise iki pro-
apoptotik eleman arasinda gergeklesir. Bunlardan biri ¢ogunlukla sadece BH3 alani
tagiyan tipteyken, digeri ¢oklu alan sahibi bir tiptedir. Boyle bir etkilesim ¢oklu alana
sahip efektdr molekiillerin aktivasyonu icin dnemlidir. Ugiincii tip etkilesimde ise ayni
molekiiliin multimerizasyonu goriilir. Bu hem anti-apoptotik hem de pro-apoptotik
molekiillerde goriilebilir. Burada 6zellikle 6lim Onciilii molekiillerden BAX ve
BAK’mn kendi i¢lerinde multimerizasyonu mitokondriden sitokrom c gibi apoptotik
molekiillerin salininmina yol agan mitokondriyal kanallarin olusumunda oldukca

onemlidir (80).

BCL-2 ailesi {iyelerinin, hiicre olimii ve yasami arasindaki dengeyi
saglamadaki potansiyel etkileri nedeniyle bu molekiillerin ekspresyon ve aktiviteleri
sik1 bir sekilde kontrol edilmektedir. Bazi molekiiller hiicrelerde hazir halde
bulunurken, bazilari ise sadece 6liim sinyali alindiktan sonra sentezlenir. Bu durum
Ozellikle pro-apoptotik molekiiller i¢in gegerlidir. Anti-apoptotik molekiillerin
ekspresyonlari ise hiicre tiiriine ve zamana bagli olarak cesitli yagsamsal sinyaller veya
inflamatuvar sinyaller aracilig: ile indiiklenebilir (81). BCL-2 ailesi proteinlerinin
aktivitesinin diizenlenmesindeki en 6nemli mekanizmalardan biri, post-translasyonel
modifikasyonlardir. Bu modifikasyonlar ¢ogunlukla bir 61iim ya da sag kalim sinyaline
cevap olarak gelisir ve temel olarak molekiillerin proteolitik yikimi veya
fosforilasyonu seklinde gozlenir. Posttranslasyonel modifikasyonun BAX, BID, BIM
ve BAD gibi pro-apoptotik molekiillerde neden oldugu 6nemli sonuglarindan biri,
modifiye olan molekiillerin mitokondriye translokasyonlaridir. Boylece, BCL-2 ailesi

proteinler dis 6liim sinyallerini mitokondriye ileten sensor gorevi kazanir (78, 82).
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Mitokondriyal yolagin aktivasyonu; mitokondriyal disfonksiyon ve bir dizi
mitokondriyal apoptotik molekiiliin salinimi ile karakterizedir. Her iki silire¢ de 6lim
antagonistleri (BCL-2, BCL-XL, vd.) tarafindan inhibe edilirken 6lim agonistleri
(BAX, BAD, BID, BAK, vd.) tarafindan desteklenir (Tablo 1). Mitokondriyal
apoptotik proteinlerin salinimi dis membran gegirgenligindeki artigla ve bu durum da
mitokondriyal gegirgenlik porunun agilmasiyla miimkiindiir. Bu ise BAX veya BAK
gibi por olusturabilen BCL-2 ailesi iiyeleri tarafindan gergeklestirilir (83).

Tablo 1. BCL-2 aile iiyesi proteinler.

Fonksiyon Uyeler BH Alanlar1

BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1, Boo/Diva,

Anti-apoptotik BCL-B/Bel-2L-10/Nrh Coklu alan
Pro-apoptotik ~ BAX, BAK, BOK, Bcl-xs, Coklu alan
Pro-apoptotik BAD, BID, BIK, BLK, BIM/BOD, BMF, Sadece BH3

Nip3/BNIP3, Noxa/APR, PUMA, MAP-1, Bcl-Gs

2.2.2.3. Apoptozun Inhibitér Proteinleri (1AP’ler)

Apoptozdan, hiicre prolifersyonu ve terminal farklilasmaya kadar bir¢ok
hiicresel olayda kaspaz yolaginin aktivasyonu ve kontrolii biiyiik 6nem tagimaktadir.
IAP’ler kaspaz yolaginin temel diizenleyicileri olarak gorev yapan bir grup proteindir
(84). 1AP’ler, BIR (Baculoviral IAP Repeat) olarak isimlendirilen bolgelerle
karakterizedir. Bu proteinler bir ya da daha fazla BIR bolgesi i¢eren ve anti-apoptotik
aktivite gosterenler ile sadece bir tane BIR bolgesi i¢eren ve sitokinez ile kromozom

ayrismasindan sorumlu molekiiller olmak iizere iki ana grupta incelenebilir (Tablo 2)
(85).
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Tablo 2. Apoptoz inhibitor proteinler.

IAP Diger Isimleri BIR Kaspaz Ozgiinliigii
Alanlan

NAIP BIRC1 BIR(3) Kaspaz 3, 7

XIAP BIRC4, API3, MIHA, ILP-1 BIR(3) Kaspaz 3,7, 9

c-1AP1 BIRC2, API1, MIHB, HIAP2 BIR(3) Kaspaz 3,7, 9

c-1AP2 BIRC3, API2, MIHC, HIAP2 BIR(3) Kaspaz 3,7, 9

Survivin BIRCS5, API4, TIAP BIR Kaspaz 3, 7

Livin BIRC7, KIAPML-IAP BIR Kaspaz 3,7, 9

Ts-1AP BIRCS, ILP-2 BIR Kaspaz 9

Mekanizmalardan bagimsiz olark IAP’ler apoptozun hem ekstrinsik hem de
intrinsik yolagini inhibe etmektedir. IAP’lerin en 6nemli fonksiyonel birimi olan BIR
bolgeleri kaspazlarin inhibisyonundan sorumlu alanlardir. Tiim BIR’ler yapisal olarak
benzerlik gostermelerine karsilik, kaspazlari inhibe etme mekanizmalar1 degisiklik

gostermektedir (86).

Bazi proteinler ise IAP’lere baglanarak onlarin aktivitelerini dogrudan
baskilayabilmektedir. Bunlar XAF1 (XIAP-Associated Factorl), SMAC (Second
Mitochondrial Activator of Caspases -Diablo-) ve OMI (HTR2A) dir. XAF1 direkt
olarak XIAP’ye baglanarak XIAP aracili kaspaz 3 aktivasyonunu engelleyebilir (Sekil
4). XIAP baskin olarak sitoplazmik bir protein olmasina karsilik, XAF1 proteini
cekirdekte birikim gosterir. Ancak XAF1, XIAP nin sitoplazmadan niikleusa gecerek
yeniden yerlesimini tetikleyebilir. Calismalar, XAF1’in normal hiicrelerde %1 kadar
diisiik bir oranda eksprese edilmesine karsilik; bu ekspresyon kaybinin apoptoz
baskisin1 ortadan kaldirarak malign doniisiime neden olabilecegini gostermektedir
(87). XAF1’in aksine SMAC proteini saglikli hiicrelerde mitokondride yerlesim
gosterir ve sitokrom c’ye benzer bir kinetikle apoptotik stres sonucu buradan salinir.
Diger bir mitokondriyal IAP baglayict protein ise OMI’dir. SMAC gibi OMI de

apoptotik hiicrelerde mitokondriden salinim gosterir (88).
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Sekil 4. 1AP'lerin apoptotik yolaklardaki fonksiyonu (89).

2.2.3. Apoptozun Yolaklar:

Memelilerde iki temel apoptotik yolak vardir; ekstrinsik yolak (6liim reseptorii
aracill) ve intrinsik yolak (mitokondri aracili). Bunlarin yani sira endoplazmik
retikulum stresi sonucu kaspaz 12 ve kaspaz 2 gibi molekiillerin aktivasyonu ile
gerceklesen veya T hiicre aracili ve perforin-granzimler rol aldiklari, daha az bilinen

bazi1 apoptotik yolaklar da mevcuttur (90) (Sekil 5).
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Sekil 5. Apoptoz yolaklari (90).

2.2.3.1. Oliim Reseptorleri ve Ekstrinsik Yolak

Oliim reseptdrleri Tumor Necrosis Factor/Nerve Growth Factor (TNF/NGF)

reseptor ailesinde (TNFRSF) yer alan, hiicre yiizey reseptorleridir. TNFRSF ailesi 27
reseptorden olusur (Tablo 3). Bu reseptorlerle iliskili, 20 farkli TNF ailesi iiyesi
(TNFSF) ligand tanimlanmustir (Tablo 4). Bu reseptor ve ligandlar hiicre ¢ogalmasi,

sag kalimi1 veya apoptoz gibi olaylarin diizenlenmesinde rol iistlenirler.



Tablo 3. TNFRSF iiyeleri.

Tanimlanmis baz1 TNFRSF iiyeleri

Diger isimlendirmeleri

(reseptorler)

TNFR1 CD120a/ TNFRSF1A
TNFR2 CD120b / TNFRSF1B

LTBR TNFRSF3

0OX40 CD13/ TNFRSF4

CD27 TNFRSF7

CD40 TNFRSF5

FAS CD95 / TNFRSF6

DCR3 TNFRSF6B

CD30 TNFRSF8

4-1BB CD137/ TNFRSF9

TRAIL R1 DR4 / CD26 / TNFRSF10A
TRAIL R2 DR5/CD262 / TNFRSF10B
TRAIL R3 DCR1/CD263/ TNFRSF10C
TRAIL R4 DCR2/ CD264 / TNFRSF10D
RANK CD265/ TNFRSF11A

FN14 TWEAKR / CD266 / TNFRSF12A
TACI CD267 / TNFRSF13B

BCMA CD269 / TNFRSF17

BAFER BR3/CD268 / TNFRSF13C
HVEM CD270 / TNFRSF14

GITR CD357 / TNFRSF18

NGFR CD271/p75NTR / TNFRSF16

Tablo 4. TNFSF iyeleri.

Tanimlanmis bazi1 TNFSF iiyeleri

Diger isimlendirmeleri

(ligandlar)

TNF TNFSF2

LTp TNFSF3

OX40L CD252 / TNFSF4

CD27L CD70/ TNFSF7

CD40L CD154 / TNFSF5

FASL CD178 / TNFSF6

CD30L CD153/ TNFSF8

4-1BBL TNFSF9

TRAIL APO2L/ CD253 / TNFSF10
RANKL CD254 / TNFSF11
TWEAK TNFSF12

APRIL CD256 / TNFSF13

BAFF BLYS/CD257 / TNFSF13B
LIGHT CD258 /TNFSF14

GITRL TNFSF18

NGF -

LTa TNFSF1
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Coziinlir veya membrana bagli TNFSF molekiilleri, TNFRSF monomerlerini
organize ederler. Bu durumda TNFR iligkili faktorler (TRAF-TNFR Associated
Factors-) reseptore tutunarak serin-treonin kinaz aktivasyonu ile sag kalim ya da
inflamatuvar sinyalleri olustururlar. Diger taraftan, eger TNFSF molekiilleri 6liim
bolgesi (DD-death domain-) iceren TNFRSF monomerlerini organize ederlerse; DED
(Dead Efector Domain) igeren adaptor proteinler (TRADD ve FADD gibi) reseptore
baglanarak aktive olur ve kaspazlar1 aktive ederler. Boylelikle hiicrede apoptotik
sinyal olusur (91). Baz1 TNFRSF iiyeleri ise, hiicre ve sinyal tipine bagli olarak hem

inflamatuvar yolaklari hem de hiicre 6liim yolaklarini uyarabilir (92).

TNFRSF ailesinde ozellikle 6 reseptor apoptozla iliskili bulunmustur. DED
iceren adaptor proteinler ile etkilesime gecebilme 6zelligine sahip bu reseptorler ayrica
oliim reseptorleri olarak da adlandirilmaktadir. Bunlar; Fas (CD95/APO-1), TNF-R1
(p55/CD120a), TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5/APO-2/KILLER), DR3 (APO-
3/ITRAMP/WSL-1/LARD) ve DR6’dir (93). Bunlar yapisal olarak hiicre i¢i bir C-
terminal kuyrugu, membran boyunca uzanan bir bolge ve bir ligand baglayan hiicre
dis1 N-terminal bolgesi igeren birer tip 1 transmembran proteinleridir. Bu proteinler,
sisteinden zengin alan (CRD) olarak isimlendirilen ekstraseliiler yapilar ve sitoplazmik

bolgedeki 6liim sinyalini baglatan 6liim bolgesi (DD) adi verilen yapilar igerirler (Sekil
6).

Hiicre disi Sitoplazmik
bolge bolge
[ ||

TNF-R1 N—-{crp H crp H crp H CRrD &
Fas/CD95 N-{crp H crp H ERD |1 C
TRAIL-R1/DR4 N-{crb H crD 1 - C
TRAIL-R2/DR5 N—crp H CRb | - C
DR3/Apo3 N-{crp H crp H crp H crD - C
DR6 N-{crp H crp H cro Hero 1 EF—C

Sekil 6. Oliim reseptorlerinin yapisal karsilastirmasi (89).
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Bu reseptorler, iligkili TNFSF iiyesi ligandlar tarafindan aktive edilirler. Bu
ligandlar ¢cogunlukla yapisal olarak tip 2 transmembran proteinleridir. Ancak bunlar
cesitli metallaproteazlarla kesilerek ¢oziintir formda sitokinler olarak da bulunabilir
(94). Oliim reseptérlerince sinyal iletimi, ligandin reseptoriin ekstraseliiler bolgesine
baglanmasi sonucunda intraseliiler bolgelerin yeniden diizenlenimi ile tetiklenen
reseptor oligomerizasyonu aracilifiyla gerceklesir. Bu yeni diizenlenim farkli bazi
adaptor proteinlerin intraseliiler bolge ile etkilesime girmesine neden olarak 6liim
reseptorleri ve 6liim efektorleri arasindaki baglantiyr saglar (95). Adaptor proteinler
cogunlukla enzimatik aktiviteye sahip olmayan ancak reseptoriin DD bolgesi ile
etkilesime girebilen bir DD bolgesine sahip yapidadirlar. Ayrica bu adaptor proteinler
baslatici1 kaspazlardaki bir DED veya CARD bolgesi ile etkilesime girebilen bir DED
bolgesine de sahiptir. Bu etkilesimler sonucu olusan komplekse DISC (Death Inducing
Signalling Complex) adi verilir. Reseptore baglanan gesitli kaspaz molekiillerinin
birbirlerine yakinligi, bu kaspazlarin aktivasyonuna neden olur. Aktive olan baslatici
kaspazlar efektor kaspazlarin aktivasyonu ile devam eden bir yolag: baslatir. Apoptoz

tetiklendikten sonra DISC ortadan kaldirilir (96).

2.2.3.2. Fas Aracili Ekstrinsik Yolak

Fas bir hiicre yiizey proteinidir ve bunun yami sira; dolasimdaki Fas
Ligandlarimi (FasL) baglayan ve bdylece apoptoza karsi gelistirilen bir savunma
mekanizmasinin pargast olabilecegi disiiniiliilen ¢6ziinebilir formda da bir Fas
reseptOrii bulunmaktadir. FasL ise bir tip 2 transmembran proteinidir. FasL ayrica bir
metalloproteinaz tarafindan ekstraseliiller bolgesinden proteolitik olarak kesilerek
¢ozliniir formda salinabilir (97, 98). Fas’in FasL ile baglanmasi sonucu; bir adaptor
protein olan FADD/MORT-1 (Fas Associated Protein with Dead Domain/Mediator of
Receptor Induced Toxicity) reseptore tutunarak mikroagregatlar olusturur. FADD; DD
iceren C-terminal bdlgesi ve DED igeren bir N-terminal bolgesi tasiyan sitoplazmik
bir proteindir. FADD, DD bélgesi ile reseptoriin DD bolgesine baglanirken, DED
bolgesi prokaspaz 8 ile baglanir. Prokaspaz 8’in DISC’e tutunup birikim gostermesi,
otoproteolitik yikim ile kaspaz 8 aktivasyonuna neden olur. Prokaspaz 10 da Fas
DISC’e tutunarak benzer bir kinetikle aktive olabilmektedir (Sekil 7) (99).
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Sekil 7. FasL - Fas baglantisi sonucu DISC olusumu (89).

DISC olusumu sonrasi sinyal iletimi ise hiicre tipleri arasinda farklilik
gostermektedir. Bu agidan iki farkli tipte Fas aracili apoptotik sinyal yolagi
olugmaktadir. Tip 1 hiicrelerde DISC biiyiik dl¢tide prokaspaz 8 aktivasyonuna neden
olmakta bu da efektor kaspazlardan biri olan kaspaz 3’ii aktive etmektedir. BCL-2
veya BCL-X_ gibi anti apoptotik proteinlerin asir1 ekspresyonu bile bu hiicrelerde
apoptozdan koruyucu bir etki olusturamamaktadir. Bu durum tamamen mitokondri
bagimsiz bir kaspaz aktivasyonunu isaret etmektedir. Ancak tip 2 hiicrelerde ise DISC
olusumu belirgin Olgiide azalmistir ve kaspazlarin aktivasyonu belirgin oOl¢iide
mitokondriyal olaylara baghdir (Sekil 8). Burada Fas sinyali ile mitokondriyal yolak
arasinda karmasik baglant1 bir proapoptotik BCL-2 ailesi iiyesi olan BID’in kaspaz 8
tarafindan yikimu ile ortaya ¢ikar. BID yikimi sonucu olusan t mitokondriye geger;

sitokrom ¢, AIF, SMAC gibi apoptojenik faktorlerin salinimina neden olur (100, 101).

Apoptotik mekanizmalarin tam bir uyum igerisinde islemesini saglamaya
yonelik Fas sinyal mekanizmasinin siki bir sekilde diizenlenmesi gerekmektedir.
Yakin zamanda viral kokenli v-FLIP (viral FLICE-inhibitory proteins) ad1 verilen bir
grup anti apoptotik protein tespit edilmistir. Bunlar sahip olduklar1 iki DED alani ile
Fas DISC’e ve diger baz1 6liim reseptorlerine baglanarak kaspaz 8 aktivasyonunu
engelleyebilirler. Ancak bu proteinlerin henliz kaspaz 10 aktivitesini bloke

edebildikleri goriilmemistir. Bu prtoteinin insanlarda homologu olan c-FLIP
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(FALME-1/1-FLICE/Casper/CASH/MRIT/CLARP/Usurpin) biri kisa biri uzun olmak
tizere iki izoformdan olusur (c-FLIPs ve c-FLIPL) ve her ikisi de DISC’e baglanarak

kaspaz 8 aktivasyonunu engeller (102).

FasL/CD95L
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¢-FLIP __41
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apoptoz

Sekil 8. Tip 1 ve Tip 2 hiicrelerde Fas/CD95 aracili apoptoz yolagr (89).

2.2.3.3. TNF Aracili Ekstrinsik Yolak

TNF/TNF-reseptor sinyal mekanizmasi iki farkli reseptore sahiptir; TNF-R1
(p55/CD120a) ve TNF-R2 (p75/CD120b). Her ikisi de TNF baglayan bir ekstraseliiler
amino ucu, bir transmembran heliks bdlgesi ve sitoplazmik kuyruk igeren tip 1
transmembran proteinidir. Ancak sitoplazmik bolgede sadece TNF-R1 bir DD
bolgesine sahiptir ve apoptotik sinyal iletiminin bir aracisidir (103). Bu reseptorlerin
baslica ii¢ ligand1 bulunmaktadir; membrana bagimli TNF-o (mTNF-a), ¢oziiniir

formda TNF-a (sTNF-a) ve ¢oziiniir formda lenfosit kokenli sitokin (LTo/ TNF-B).
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MTNF-a, homotrimerik yapida bir tip 2 transmembran proteinidir. Bu 6nciiden bir
metalloproteaz olan TNF-o doniistiiriicii enzim (TACE) araciligr ile ¢oziinir form
olusturulur ve her iki form da biyolojik olarak aktiftir (104). TNF-o’nin TNF-R1’e
baglanmasi reseptoriin hiicre i¢i bolgesinde DD bolgesi igeren cesitli adaptor
proteinlerin baglanmasi ile sonuglanan yapisal bir degisiklige neden olmaktadir. Bu
adaptor proteinlerin DD boélgesi ile reseptoriin DD bolgesi etkilesime girmektedir.
Uyarilmamis olan bir TNF-R1, SODD (Silencer of Death Domain) adi verilen ve
reseptoriin DD bolgelerini spontan olarak aktive olmaktan koruyan bir protein ile
baglantilidir. Reseptor uyarildigi zaman SODD reseptdrden ayrilarak TRADD
(TNFR- Associated Protein with Death Domain) adi verilen adaptoér proteinin
reseptoriin DD bolgelerine baglanmasina miisade eder (105). TRADD; FADD, REL-
2 (TNF Associated Factor-2), RIP (Receptor Interacting Protein) ve RAIDD (RIP
Associated ICH-1 Protein with Dead Domain) gibi gesitli sinyal molekiillerinin aktive
reseptore baglanmasina aracilik eder. RIP haricinde bu proteinlerin enzimatik
aktiviteleri yoktur. FADD prokaspaz 8’e baglanarak onu aktive eder. RIP, RAIDD’i
baglar ve prokaspaz 2’yi aktive eder (Sekil 9).
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Sekil 9. TNF-R1'e TNF-a'nin baglanmasi ile DISC olusumu (89).

RIP ayrica TRAF-2 ile etkilesime girerek yasamsal yolaklar1 uyarir ve immiin
cevaplari diizenler (106). RIP ve TRAF-2 etkilesimi iki ayr1 yolak {izerinden farkli
sonuglara yol agabilir. Birinci yolakta, NIK (NF-xB Induced Kinase) adi verilen
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protein kinaz aktive olur. Bu da IKKa (IKK1), IKKf (IKK2) ve IKKy (NEMO) adi
verilen, {i¢ proteinden olusan IKK’yi (IkB Kinase Complex) aktive eder. IKK ise NF-
kB’yi inhibe eden IkBa proteinini fosforilleyerek yikimina neden olur. Bunun
sonucunda serbest kalan NF-xB ¢ekirdege gecerek hedef genlerin transkripsiyonunu
baslatir. NF-xB, Rel protein ailesinin bir iiyesidir. Bu proteinler kendi aralarinda farkl
kombinasyonlarda homodimer ya da heterodimer yapilar olusturarak, DNA iizerinde
kB boélgeleri olarak adlandirilan birtakim alanlara baglanarak gen ekspresyonunu
diizenler. Bu transkripsiyon ailesi liyelerinden en fazla taniman1i NF-kB olarak
adlandirilan p50/RelA heterodimeridir. Sonug olarak ise NF-kB antiapoptotik genlerin

ekspresyonunu arttirirken, apoptotik genlerin ekspresyonunu azaltir (107).

Ikinci yolakta ise MAP (Mitogen Activated Protein) kinazlarin rol oynadig1
gortliir. Bu yolakta sirastyla MEKK-1 (Mitogen Activated Protein/Erk Kinase Kinase-
1) ve INKK (JNK Kinase) aktivasyonu sonucu JNK (Janus kinase) aktive olur. Aktif
JNK ise; c-Jun, ATF-2 ve AP-1 gibi bir dizi transkripsiyon faktoriinii aktive ederek
hiicreyi apoptoza gotiiriir. Diger taraftan TRAF-2; anti apoptotik faktorler olan c-1AP-
1, c-1AP-2 ve TRAF-1 gibi molekiiller {izerinden apoptotik TRADD-FADD-kaspaz 8
yolagini inhibe edebilir (Sekil 10); (108).

TNF-a, LT-&x
TNF-R1
SODD ———— l
TRADD
FADD RIP
Pro-kaspaz § RAIDD TRAF-2
Aktif kaspaz 8 Pro-kaspaz 2
l NIK MKK-1
Apoptosis IJNKK
IKK l
l JNK
NF-KB oo
clAP-1,
cIAP-2,
TRAF-1

Apoptoz

Sekil 10. TNF-R1 aracili sinyal iletim yolaklar1 (89).
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2.2.3.4. TRAIL Aracih Ekstrinsik Yolak

TNF ailesi iiyelerinin tanimlanmasinin ardindan TNF ile iliskili ve apoptozu
indiikleyen bazi ligandlar ve bunlarin reseptorleri de tespit edilmistir. Bu proteinler
TRAIL/APO-2L (TNF Related Apoptosis Inducing Ligand) olarak adlandirilmistir.
TRAIL yapisal olarak bir tip 2 transmembran proteinidir ancak; metalloproteinazlar
aracili yikim ile serbest formu da olusabilir. TRAIL’in apoptozu 6zellikle normal
hiicrelerden ziyade kanser hiicre hatlarinda ve kanser ksenograftlarinda uyardigi

goriilmekle birlikte, bu duyarliligin nedeni heniiz agiklanamamustir.

TRAIL’in baglandigi reseptorlerden ikisi TRAIL-R1(DR4) ve TRAIL-R2
(DR5/Killer/TRICK2) dir. Bu baglanma sonrasi apoptoz ile sonuglanan bir dizi olay
gelisir. Her iki reseptér de TRAIL baglayan ekstraseliiler bolgeye, bir tarnsmembran
bolgeye ve apoptotik sinyal iletimini saglayan DD igeren bir sitoplazmik kuyruk
bolgesine sahiptir (109). Diger iki reseptor ise TRAIL-R3 (DcRL/TRID/LIT) ve
TRAIL-R4 (DcR2/TRUNDD) olarak adlandirilan tuzak reseptorlerdir. Ekstraseliiler
ve transmembran bdlgeleri agisindan TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 reseptorlerine
benzemekle birlikte, farkli olarak hiicre i¢inde aktif bir DD bolgesi tagimazlar (Sekil
11). Besinci TRAIL reseptorii ise ¢oziinebilir OPG reseptoriidiir (Osteoprotegerin
Receptor) ve ligand olarak ODF’i (Osteoclast Differantion Factor) baglar. Ancak OPG
de bir tuzak reseptor olarak rol oynayabilir. Ciinkii ayn1 zamanda TRAIL’i de
baglamasina karsilik apoptozu uyarmaz. TRAIL i¢in en yiiksek afiniteye sahip
reseptor TRAIL-R2’dir (110).

Fas’a benzer sekilde aktive olan TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 reseptorleri
FADD’1, kaspaz 8 ve kaspaz 10’u baglayarak DISC yapilarin1 olusturur. Yine Fas
yolagina benzer sekilde TRAIL tarafindan indiiklenen apoptoz da c-FLIP over
ekspresyonu ile etkin bir sekilde baskilanabilir. Baz1 ¢alismalar TRAIL’in apoptozu
indiiklemesinin yani sira farkli yolaklar iizerinden NF-kB ve JNK’y1 da aktive
edebildigini gostermektedir. Ancak NF-kB aktivasyonu TRAIL’in indiikledigi

apoptozu inhibe etmek igin yeterli olmamaktadir (111).
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Sekil 11. TRAIL reseptorleri ve TRAIL DISC (89).

2.2.3.5. DR3 ve DR6 Aracili Ekstrinsik Yolak

DR3 reseptorii de diger 6liim reseptdrlerine benzer sekilde bir ekstraseliiler N-
terminal bolgesi, bir tarnsmembran bdlge ve sitoplazmik bir C-terminal bdlgesinden
olugmaktadir. Reseptoriin ligandlarindan biri Apo3L’dir. Bu da diger TNF ailesi
ligandlar1 gibi bir tip 2 transmembran proteinidir. DR3 aracili sinyal iletim
mekanizmas1 TNF-R1’e benzerlik gostermektedir. Aslinda DR3 TRADD, TRAF-2,
RIP ve NIK iizerinden NF-kB’yi aktive ederken ayrica TRADD, FADD ve kaspaz 8
aracili bir yolak ile de apoptozu indiiklemektedir (112). DR6 reseptorii de yapisal
olarak diger 6liim reseptorlerine benzemesine karsilik, DD bdlgesi C-terminal ucunda
degil transmebran bolgesine yakin bagka bir kuyrukta yerlesmistir. Bu reseptoriin yol

actig1 sinyal yolaklar1 ve ligandlar1 konusunda yeteri kadar bilgi bulunmamaktadir
(113).
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2.2.3.6. Mitokondri ve intrinsik Yolak

Intrinsik yolak o6liim reseptdrii aracilifi olmadan bir dizi hiicresel ve
mitokondriyal mekanizmalar tetikleyen olaylarla diizenlenir. Intrinsik yolag1 baslatan
uyarilar pozitif ya da negatif tarzda olabilir. Negatif sinyaller, hiicre 6liim programini
baskilama yetersizligi ile sonuglanan belirli biiyiime faktorlerinin, hormonlarin ve
sitokinlerin yoklugu olarak siniflandirilabilir. Diger bir ifadeyle, burada apoptozu
baskilayan faktorlerin yoklugu s6z konusudur. Pozitif sinyalleri ise radyasyon,
toksinler, hipoksi, hipertermi, viral infeksiyonlar, serbest radikaller ve benzeri birgok
faktoriin varligi olusturur (114). Tiim bu uyaranlar; BCL-2 proteinlerinin aktivitesini
etkilemektedir. Proapoptotik BCL-2 iiyeleri aktive edildikleri zaman, dis
mitokondriyal membranin ge¢irgenligini artirarak sitokrom ¢ basta olmak tizere ¢esitli
pro-apoptotik molekiillerin salininimina aracilik eder. Apoptotik uyarilarin molekiiler
diizeyde hangi mekanizmalar ile BCL-2 proteinlerini aktive ettikleri tam olarak
bilinmemekle birlikte, BCL-2 ailesi iiyelerinin aktivasyonu sonrasi ger¢eklesen olaylar

iyi bir sekilde tanimlanmistir (80).

Hiicrelerde, pro-apoptotik 6zellikteki BAX yogun olarak monomerler halinde
sitoplazmada bulunmaktadir. Apoptotik uyarinin ardindan BAX sitoplazmadan
mitokondriye geger. BAX’1n aktivasyonunun hem C hem de N terminal bélgelerindeki
yapisal bir degisiklik ile gerceklestigi bilinmektedir. Bu degisim sonucu BAX
oligomerler olusturarak dis mitokondri membranina yerlesir. Anti-apoptotik
ozellikteki BCL-2, BAX aktivasyonunu ve oligomerizasyonunu inhibe edebir. BAK
ise normal kosullarda hiicrelerin dis mitokondriyal membranina yerlesmis halde
bulunur (77). BAX’a benzer sekilde aktive olan BAK’da da yapisal degisiklikler
gozlenir. Bu sonuglar, ¢oklu alana sahip proapoptotik proteinlerin aktivasyonunun
proteinin yapisal degisikligi sonucu gerceklestirdigini gostermektedir. Sadece BH3
alan1 tasiyanlar ise temel olarak c¢oklu alana sahip proteinler iizerinden etki
gostermektedir (83). Ekstrinsik ve intrinsik yolak arasindaki baglantiy1 saglayan ve
apoptotik cevabin artisin1 saglayan BID haricindeki sadece BH3 alanma sahip
proteinler, ¢oklu alana sahip proteinleri indirekt bir yoldan aktive etmektedir. Ornegin;
BAD fosforile olarak aktive oldugunda, BCL-2 veya BCL-X.’ye baglanarak onlarin

antiapoptotik aktivitelerini baskilar. Diger bir sadece BH3 alanina sahip protein olan
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BIK’in de benzer sekilde fosforile olarak proapoptotik etkisinin gii¢lendigi
goriilmektedir. BIM ise normal kosullarda hiicrede mikrotiibiillere bagl dineinler ile
etkilesim halindedir ve apoptotik uyari ile bulundugu yerden ayrilarak mitokondri
tizerinde anti apoptotik etkiye sahip proteinlere baglanir ve onlarin aktivitelerini bloke
eder (78).

Normal olarak yasamini siirdiiren bir hiicrede, sitokinler ve biiyiime faktorleri
cesitli sinyal mekanizmalar1 aracilidi ile hiicrelerin canlilifi ve cogalmasi iizerine etki
ederler. Bu faktorlerin yoklugunda ise hiicrelerde apoptotik yolaklar aktive olmakta ve
hiicre olimii goriilmektedir. Diger taraftan bu mekanizmalarda meydana gelen
mutasyonlar ise hiicrelerin apoptozdan kagisina ve kanserlesme siirecine neden
olabilmektedir. Hiicre cogalmasi ve dolayisi ile apoptotik siireglerle iliskili en 6nemli
sinyal yolaklar1 arasinda JNK, Jak/Stat, Ras/Raf/Mek/Erk ve PI3K/Akt gibi sinyal
yolaklart gelmektedir (115-117).

2.2.3.7. Intrinsik Yolak ve JNK Sinyal Mekanizmasi

c-Jun NHz terminal kinaz (JNK), MAP kinaz ailesin bir tiyesidir ve iligkili
sinyal yolagi bir takim sitokinler ve ¢evresel strese maruziyet sonucu aktive
olmaktadir. JNK ailesinin 10 iiyesi tantmlanmistir ve hepsi de JNK1, JNK2 ve JNK3
olarak adlandirilan genlerin transkripsiyon iriinlerinin alternatif kesimi ile
olusturulmaktadir (118). JNK sinyal yolaginin ¢ogalma, farklilagsma ve apoptozla ilgili
stireglerde yer aldigi bilinmektedir (119). JNK’nin apoptoz iizerine etkisi temel olarak
hiicre tipine, 6liim Sinyalinin tiirline, bu sinyalin aktivasyon siiresine ve en dnemlisi de
diger sinyal yolaklarinin aktivitesine bagl olarak gelismektedir. Bir hiicrenin, hiicre
dist bir uyariya maruziyeti sonucu hiicre kaderinin belirlenmesi, tek bir sinyal
yolagindan ziyade bir¢ok sinyal yolaginin biitiinlesik etkisine baglidir. INK sinyal
yolagi bunun iyi bir 6rnegidir (120).

Sinyal yolaginin aktivasyonunu takiben JNK fosforile olur. Fosforile JNK
¢ekirdege geger ve c-Jun’u fosforilleyerek aktive eder. Bu ise aralarinda TNF-4, FAS-
L ve BAK gibi baz1 genlerin yer aldigi bir grup pro apoptotik genin
transkripsiyonundan sorumlu bir transkripsiyon faktorii olan AP-1"1 (Activator Protein
1) aktive eder (121). Pro-apoptotik genlerin ekspresyonel artisi ve anti-apoptotik
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genlerin ekspresyonel azalisi yani1 sira JNK, mitokondrideki pro/antiapoptotik
proteinlerin fonksiyonlarinin diizenlenmesi tizerine de direkt etki gostermektedir.
Apoptotik uyariyr takiben, JNK mitokondriye kolayca gecebilir ve ¢alismalar
mitokondriden sitokrom c’nin saliniminda rolii olabilecegini gdstermektedir. Bu
mekanizma tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, JNK’nin bir pro-apoptotik
BCL-2 {iyesi olan BID’in yikimina aracilik ettigini gdstermektedir. Bunun sonucu
olusan t-BID ise mitokondride BAX aktivasyonuna neden olmaktadir. BAX’da
apoptotik proteinlerin ¢ikisina olanak veren membran kanallarini olusturmaktadir.
JNK ayrica, BIM ve BMF gibi diger bazi sadece BH3 bolgesi igeren pro-apoptotik
BCL2 proteinlerinin de aktivitesini diizenlemektedir. Bu proteinlerin fosforilasyonu
ise BAK ve/veya BAX aktivasyonuna yol agmaktadir (Sekil 12). Ayrica farkli olarak
aktive olan BIM, BCL-2 ve BCL-X_ gibi antiapoptotik proteinlerin aktivitelerini de
baskilayabilir (119).

6lim sinyali

Sitokrom ¢ Smac
v ‘-/
kaspazlar
v
apoptoz

Sekil 12. JNK sinyal yolag aracili apoptoz (122).

JNK yolaginin hiicre kaderinin belirlenmesindeki rolii, bu yolagin
diizenlenimdeki bozukluklar sonucu gelisebilecek patolojiler bakimindan hiicreleri
duyarli hale getirmektedir. Bunlar arasinda kanser, Alzheimer, Parkinson, kalp
hipertrofisi ve iskemisi sayilabilir (120). JNK’larin Ozellikle JNK1’in kanserlesme

stirecinde malign doniisiimde rol oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir (123). Meme
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kanseri, UV tarafindan indiiklenen cilt kanseri, beyin tiimdorleri, multiple miyleloma

ve T-ALL tipi 16semilerde JNK yolaginin rol oynadig1 goriilmektedir (124).

2.2.3.8. Intrinsik Yolak ve Jak/Stat Sinyal Mekanizmasi

Normal bir hiicrede, baz1 hiicresel fonksiyonlarin kontrolii sitokinler tarafindan
saglanir. Bunlar birtakim reseptorler araciligi ile hiicre i¢i sinyal mekanizmalarin
harekete gecirirler. Bu farkli reseptorler ise Janus Kinazlar (JAK’lar) olarak
isimlendirilen kinaz ailesi liyelerinden bir veya birkag1 araciligi ile etki gosterir (125).
JAK’larin fosforilasyon igin hedefleri STAT ’lardir (Signal Transducers and Activators
of Transciption). STAT’lar hiicre ¢cogalmasi, apoptoz ve hiicre farkliklasmasi gibi bir
dizi hiicresel olayda rol oynayan transkripsiyon faktorleridir. JAK/STAT yolaginin

karsinogenez siirecinde rol aldig1 bilinmektedir (126).

Giliniimiizde STAT 1, 2, 3, 4, 5A, 5B ve 6 olmak iizere 7 farkli STAT proteini
tamimlanmistir. JAK ailesi ise; JAK 1, 2, 3 ve Tyk 2 (Tyrosine kinase 2) olmak tizere
4 farkli tiyeden olusur. Bir hiicre IL-6 veya IFN-y gibi bir sitokine maruz kaldiginda,
sitokin reseptorii ile iligkili JAK kinazlar aktive olur ve STAT {izerindeki spesifik
tirozin rezidiilerini fosforiller. STAT proteinleri daha sonra farkli STAT molekiilleri
ile heterodimerize veya aynt STAT tiirleri ile homodimerize olur. Dimerizasyonu
takiben STAT’lar ¢ekirdekte lokalize olur ve hedef genlerin bulundugu DNA
bolgesine baglanir ve bu genlerin ekspresyonu baglatilir. Bunlar arasinda BCL-2 ve
BCL-X_ gibi anti-apoptotik proteinler de yer almaktadir. Sonug olarak sitokinlerin
dolayisi ile bu sinyalin varlig1 hiicreleri apoptozdan korur ve canliliginin devamini

saglar (127).

Fizyolojik kosullarda JAK/STAT yolag: bazi inhibitdr proteinler ile kontrol
altinda tutulur. Bu inhibitorler ti¢ farkli grupta toplanir; PIAS (Protein Inhibitors of
Activated STATS), SHPs (Src Homology 2-containing protein tyrosine Phosphatases)
ve SOCS (Supressors of Cytokine Signalling). SOCS proteinleri, sitokin sinyalinin
hedefidir ve JAK/STAT yolag: tarafindan arttirilir. Boylece, yolagin negatif geri
beslemesini saglarlar. SOCS’lar direkt olarak sitokin reseptoriine veya JAK

proteinlerine baglanarak inhibisyon yaparlar. Bir¢ok kanser tiiriinde bu yolakta yer
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alan molekiilleri etkileyen mutasyon sonucu hiicre ¢ogalmasi ve apoptozdan kagis

oldugu goriilmektedir (128).

2.2.3.9. Intrinsik Yolak ve PI3K/Akt Sinyal Mekanizmasi

Hiicrelerin biiylik ¢ogunlugu yasamlarinmi siirdiirebilmek i¢in ¢esitli biiyiime
faktorlerine ihtiyag duyar. Biiyltime faktorii sinyallerinin biiyiik cogunlugu ise PI3K ve
Akt araciligr ile etkisini gosterir (129). Cesitli bliyiime faktorlerinin reseptorii olan
reseptor tirozin kinazlarin aktivasyonu, PI3K’1n reseptoriin adaptor biriminde bulunan
bir ya da daha fazla SH2 boélgesi ile temas kurmasina neden olur. PI3K’lar hiicre
membraninda yer alan inozitol tip fosfolipidlerdeki 3°’OH gruplarin fosforilleyen bir
lipid kinaz ailesidir. Bu durum PI3K’in allostreik aktivasyon ile sonuglanir. Takiben
PIP3 (phosphatidylinositol-3-trisphosphate) iiretimi gergeklesir. PIP’ler hiicre
icerisinde AKT gibi PH (Plecktstrin Homology) bélgesi tasiyan cesitli sinyal
aracilarin1 baglarlar (130). Protein kinaz B olarak da bilinen AKT bir serin-treonin

kinazdir ve PI3K aracili sinyal yolaklarinda temel aracisidir (131).

Memelilerde farkli gen bolgeleri tarafindan kodlanan ti¢ ayr1 AKT izoformu
bulunmaktadir; AKT1, AKT2 ve AKT3. Farkli AKT formlarinin benzer sekilde aktive
olmasina ve ayni sinyal yolaklarina esit derecede spesifite ve etkinlik gostermelerine
ragmen fonksiyonel sonuglarda farkliliklar olabilmektedir (132). AKT; apoptoz, hiicre
dongiisiiniin devamliligi ve transkripsiyonel diizenleme gibi bir dizi hiicresel olayda
kritik dneme sahiptir. AKT nin bazi hiicrelerin yasaminin devamliligint saglamalari;
BAD, BAX ve kaspaz 9 gibi pro-apoptotik aracilarin fosforilasyonu ve bunun
sonucunda inhibisyonu ile apoptozdan korumasi sonucu gergeklesir. Diger bazi
hiicrelerde ise AKT, transkripsiyon faktérii CREB’i ve NF-kB’nin pozitif
diizenleyicisi olan IkB-kinazi (IKK) aktive ederek anti-apoptotik genlerin
ekspresyonunu diizenler ve hiicre yasamini siirdirir. Ayrica AKT, siklin-D

fonksiyonlarimi etkileyerek hiicre dongiisii tizerine de etki edebilir (131).

Bu yolakta meydana gelen bir¢ok patoloji hiicre ¢cogalmasi/apoptoz dengesini
bozmakta ve kansere neden olmaktadir. Ayrica galismalar AKT’nin potansiyel bir
onkogen olabilecegini de belirtmektedir. PTEN/MMAC1 (Phosphatase and Tensin

Homologue Deleted on Chromosome 10/ Mutated in Multiple Advanced Cancers 1)
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AKT’nin fosforilledigi PIP3’ii defosforilleyerek bu sinyal mekanizmasinin negatif
diizneleyicisi olarak fonksiyon goriir. Cesitli kanser hiicre hatlar1 ile yapilan
caligmalarda, PTEN asir1 ekspresyonunun hiicre biiyiimesini inhibe ederek ve
hiicrelerin apoptoza duyarliligini artirarak bir tiimor baskilayict gibi davrandigini

gostermektedir (130).

2.2.3.10. Intrinsik Yolak ve Ras/Raf/MEK/ERK Sinyal Mekanizmasi

Bazi biiyiime faktorleri ve mitojenler ise Ras/Raf/MEK/ERK sinyal yolagi
kullanarak gen ekspresyonunu diizenlerler ve hiicreleri apoptozdan korur. Bu
yolaklarin bazi iiyelerinin ise ¢esitli kanser tiirlerinde mutasyona ugradig1 veya asir1
eksprese edildigi goriilmektedir. Ras/Raf/MEK/ERK yolagi cesitli hiicre yiizey
reseptorleri ile transkripsiyon faktorleri arasindaki etkilesime aracilik eder. Bu
transkripsiyon faktorlerinin biiyiik ¢ogunlugunun hedefinde ise apoptoz siirecinde yer
alan ¢esitli proteinlere ait genler bulunmaktadir. Ayrica, bu yolak apoptozu
diizenleyen BAD, BIM, MCL-1, kaspaz 9 gibi molekiillerin post-translasyonel

fosforilasyonu ile de apoptotik siirecleri inhibe etmektedir (133).

Ras, cesitli sinyal yolaklarinda rol oynayan GTP-baglayan bir proteindir. Ki-
Ras, Ha-Ras ve N-Ras olarak adlandirilan farkl: tipleri bulunmakta ve bunlarin sinyal
yolaklarindaki aktiviteleri de farklilik gostermektedir. Ornegin, Ki-Ras daha ¢ok
Raf/MEK/ERK yolaginda etkinken, Ha-RAS ise cogunlukla PI3K yolaginda etkindir.
Sitokin veya biiylime faktoriiniin ilgili reseptore baglanmasini takiben Ras GDP’yi
fosforilleyerek GTP meydana getirir. Bu konfarmasyonel degisiklik sonucnda Ras
proteini aktive olur ve Raf ’1 hiicre membraninda baglar. Raf bir serin/treonin kinazdir
ve A-Raf, B-Raf ve C-Raf (Raf-1) olmak iizere farkli tipleri bulunur. Ras etkisi ile Raf
proteininde de fosforilasyon gozlenir. MEK1(Mitogen Activated Protein Kinase/ERK
Kinase) bir protein kinazdir ve aktivitesi Raf tarafindan diizenlenir. Raf MEK’i
fosforilleyerek aktive eder. MEK’in ise hedefinde spesifik olarak ERK yer alir. ERK
(Extracellular Signal Regulated Kinase) MEK tarafindan fosforillenir ve direkt olarak
c-Jun, c-Myc gibi bir¢ok transkripsiyon faktoriinii fosforilleyebilir. ERK1 ve ERK2

olmak iizere tanimlanmig iki ERK proteini bulunmaktadir (134). Bunun yani sira ERK
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farkli mekanizmalar iizerinden transkripsiyn faktorii CREB’i ve indirekt

mekanizmalar ile NF-xB transkripsiyon faktoriinii aktive edebilir (135).

Raf ayrica direkt etki ile apoptotik yolakta yer alan molekiiller iizerine etki
edebilir. Raf, BAD’1 direkt olarak fosforilleyerek inaktive edebilir. Bu durumda BCL-
2 homodimerleri olusarak anti-apoptotik bir etki olusur. Ayrica Ras/Raf/MEK/ERK
yolaginin aktive olmasi ile anti-apoptotik MCL-1 ve pro-apoptotik BIM proteinleri
fosforile olur. Bu durumda fosforillenen BIM; BCL-2, BCL-XL ve MCL-1’in
ayrilmasina neden olur. BIM ubikitinlenerek proteozomal yikim igin isaretlenirken,
BAX’a; BCL-2, BCL-XL ve MCL-1 baglanir. Boylece BAX homodimerleri
olusumunu engellenir ve BAX inaktive olur. Bunun sonucunda apoptoz inhibe edilir.
Ayrica Ras/Raf/MEK/ERK yolagmin direkt olarak kaspaz 9’u fosforilleyerek onu
inaktive edebildigi de gosterilmistir. Bu yolaktaki sapmalarin bir¢cok kanser tiirii ile

olan iliskisi bilinmektedir (133).

2.2.3.11. Mitokondriden Salinan Proteinler ve Aktiviteleri

Apoptotik uyarilar mitokondriyal gegirgenlik porunu (MPT) acarak ig
mitokondriyal membranda degisiklige neden olur. Bunun sonucunda mitokondriyal
transmembran potansiyeli kaybolur ve i¢ membrandan sitozole iki grup pro-apoptotik
proteinin gegisi gozlenir. Ik grup sitokrom ¢, SMAC/DIABLO ve bir serin proteaz
olan HTRA2/OMVI’yi igerir. Bu proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal yolag: aktive
ederler. Ikinci grup pro-apoptotik proteinler arasinda ise AIF, endoniikleaz G ve CAD
vardir. Bu proteinler ise cekirdege gecerek kaspazlardan bagimsiz olarak DNA
yikimina yol agarlar. Bu ikinci grup proteinler daha ¢ok gec evrelerde hiicre 6limii

kesinlestikten sonra rol oynarlar (136).

Sitokrom c hiicrelerde i¢ mitokondriyal memranin dis ylizeyine bagli halde
bulunmaktadir. Sitokrom c’nin mitokondriden salinimi iki basamakli bir siirecte
gerceklesmektedir; oncelikle sitokrom ¢, i¢ membrandan ayrilmakta ve ardindan
serbest formdaki protein dis membrandaki gecirgenlik artis1 ile mitokondri disina
gegmektedir (137). Sitoplazmada ise sitokrom ¢ Apaf-1’e baglanir. Apaf-1 kaspaz
baglayict bolge (CARD) ve niikleotid baglayici bolge igeren sitozolik bir proteindir.

Sitokrom c’nin baglanmasi sonucu Apaf-1 de konformasyonel bir degisiklik gdzlenir
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ve kaspaz baglayan CARD bolgesi agiga c¢ikar. Bunun sonucunda prokaspaz 9
komplekse baglanir ve olusan bu yapi apoptozom olarak adlandirilir. Ardindan
prokaspaz 9’un proteolitik olarak oto aktivasyonu gézlenir. Aktif kaspaz 9 da kaspaz

3 ve kaspaz 7 gibi efektor kaspazlar aktive eder (138).

SMAC/DIABLO ¢ekirdekte kodlanan, sitoplazmada sentezlenen ve
mitokondride yerlesim gdsteren bir proteindir. Apoptotik uyart sonucu mitokondriden
sitoplazmaya gectigi zaman IAP’lere baglanir. Normalde 1AP’lerin sitoplazmadaki
varliklar1 apoptotik sinyal yolaginin mitokondri hasar1 sonucu gibi bir nedenle
rastlantisal olarak aktive olmasini engellemektir. Ancak apoptotik uyart sonucunda
sitoplazmaya yogun miktarda SMAC/DIABLO girisi ve bunlarin IAP’lere
baglanmasi, bu proteinlerin fonksiyonlarini engeller ve apoptik siirecin devam

etmesine olanak verir (139).

HTRA2/OMI ise serin proteaz aktivitesine sahip bir proteindir. Mitokondrideki
varligiin tespitinden 6nce bu proteinin, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdekte yer
aldig1 bilinmekteydi (140). Apoptotik uyari ile diger mitokondriyal proteinler gibi
HTRA2/OMI de sitoplazmaya geger ve SMAC/DIABLO’ya benzer sekilde IAP’lere
baglanarak onlar1 inhibe eder. Ancak, bu durum proteinin sahip oldugu serin proteaz
aktivitesinden bagimsiz olarak gergeklesmektedir ve serin proteaz aktivitesinin ek bir

pro-apoptotik 6zellik oldugu diisiiniilmektedir (141).

Endoniikleaz G, sitoplazmada sentezlenmesinin ardindan mitokondride
yerlesir. Apoptoz sirasinda sitoplazmaya, ardindan niikleusa gecer ve DNA
fragmantasyonlarima neden olur. Klasik olarak apoptozda DNA fragmantasyonu
kaspazlarca aktive edilen DNazlar (CAD) tarafindan gergeklestirilir. Normal
hiicrelerde CAD’lar inhibitdr bir protein olan ICAD’a baglh halde bulunur. Apoptoz
esnasinda ise aktif kaspaz 3 ICAD’1 keserek CAD’mn ayrilmasini saglar. CAD’dan
farkl1 olarak, endoniikleaz G’nin kaspaz ile aktivasyona ihtiyaci yoktur (142).

AIF normalde mitokondriyal membranlar arasi boslukta bulunan bir flavo
proteindir ve dogal fonksiyonu hakkinda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Apoptoz
uyarisi sonucu ise sitoplazmaya geger, oradan da niikleusa geger. Niikleusta DNA’y1
50-300 kb’lik parcalara bolerek DNA fragmantasyonuna ve periferal niiklear kromatin

yogunlagmasina neden olur (143). AIF’in inaktivasyonunun embriyonik kok hiicreleri
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bliylime faktorii yoklugunca uyarilan hiicre 6liimiine karsi direngli hale getirdigi
goriilmistiir. Bunun yani sira AIF embriyoid cisimlerde, kavitasyon siirecindeki
programli hiicre 6liimiinden sorumlu oldugu gosterilmistir. Bu durum o6zellikle fare
morfogenezindeki ilk dalga, kaspaz bagimsiz hiicre Oliimiinde biiyilk G6nem
tasimaktadir. Tiim bu veriler, kaspaz bagimsiz hiicre 6liimiinde AIF’in ¢ok énemli bir
aract oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak bu apoptojenik etkiye ait mekanizmalar
heniiz acikliga kavusmamustir. Ilging bir sekilde ¢alismalar AIF’in tespit edilebilir bir
DNaz aktivitesi olmadigim1 da gostermektedir. Boyle bir proteinin ise DNA
fragmantasyonuna nasil yol actigi bilinmemekle birlikte, muhtemelen c¢esitli
niikleazlar gibi bagka proteinleri aktive ettikleri veya onlarla etkilesime girdikleri
diisiiniilmektedir. AlF ayrica apoptotik fonksiyonuyla iligkili olmadig1 diisiiniilen,

NADH oksidaz aktivitesine de sahiptir (144).

2.2.4. Apoptoz Yolaklarindaki Ortak Son

Hem ekstrinsik hem de intrinsik yolagin birlestigi son asama efektor
kaspazlarin aktivasyonu ile baglar. Efektor kaspazlar; niiklear materyelin yikimindan
sorumlu cesitli sitoplazmik endoniikleazlari, ayrica diger niiklear ve hiicre iskeleti
proteinlerini yikan gesitli proteazlari aktive eder. Kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7
efektor kaspazlar olarak gorev alirlar. Bunlar; sitokeratinler, PARP, plazma membrani
hiicre iskelet proteini alfa fodrin, ¢ekirdek proteini ve diger bir¢cok yapimin yikimi ile
apoptozun biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerine aracilik ederler. Kaspazlar
cevre hiicrelerle baglantilar1 keser, hiicre iskeletini yeniden organize eder, DNA
replikasyon ve tamirini durdurur, ¢ekirdek yapisimi bozar, hiicreleri fagositoz icin
hedef haline getirici sinyalleri eksprese etmek iizere uyarir ve hiicreyi apoptotik
cisimlere pargalar (68, 145).

Kaspazlarin apoptoz siirecindeki rollerinden biri yasayan hiicreleri apoptozdan
koruyan proteinleri inaktive etmesidir. Buna CAD adi verilen ve DNA
fragmantasyonundan sorumlu olan enzimin inhibitori ICAD’in yikimi O6rnek
gosterilebilir. Kaspaz 3, endoniikleaz CAD aktivasyonuna neden olur. Aktif olarak
cogalmakta olan hiicrelerde CAD inhibitor bir protein ile ICAD kompleksini olusturur.
Apoptotik siiregte ise kaspaz 3 ICAD’1 pargalar ve CAD serbest kalir. CAD ise, DNA
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yikimina ve kromatin yogunlagsmasina neden olur (146). Kaspazlar tarafindan yikima
ugratilan apoptozun diger negatif diizenleyicileri BCL-2 proteinleridir. Ancak yikim
sadece bu proteinleri inaktive etmemekte fakat ayn1i zamanda olusan iirlinler apoptozu
destekelemektedir. Kaspazlarin apoptozdaki diger bir rolleri ise niikleer membranin
hemen altinda yer alan ve kromozom organizasyonundan sorumlu, lamin adi verilen
ara filamentlerden olusan niiklear lamina gibi hiicresel yapilarin parcalanmasidir.
Bunun sonucu olarak lamina ¢oker ve kromatin yogunlasmasina neden olur. Kaspazlar
ayrica hiicre iskeleti diizenleniminde gorev alan ¢esitli proteinleri yikarak da hiicresel
yapilar1 dolayli olarak yeniden diizenler (75). Bunlar arasinda gelsolin, FAK (Focal
Adhesion Kinase) ve PAK2 (p21 Activated Kinase 2) yer alir. Bu proteinlerin yikimi
onlarin aktivitelerini bozar. Ornegin gelsolin aktin baglayan bir proteindir ve apoptoz
stirecinde kaspaz 3 ile yikilir. Yikilan bu parcalar ise aktin filamentlerini parcalar.
Bunun sonucu olarak da hiicre iskeleti, hiicre i¢i transport, hiicre boliinmesi ve sinyal
iletimi bozulur (147). Kaspazlarin hiicrede 6nemli fonksiyonlar yiiriiten gesitli
proteinlerdeki diizenleyici ve efektor bolgeleri keserek ayirmalari, kaspazlarin etki

mekanizmalarindan bir digeridir (75).

2.3. Kolorektal Kanserler

Giliniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan kanserin tiirleri arasinda
en sik epitelden koken alan karsinomlar yer almaktadir. Karsinomlar arasinda ise en
stk g6zlenenlerden biri kolorektal kanserdir (148). Kolorektal kanserler olarak bilinen
kolon kanseri ve rektum kanseri, bu organlardaki kontrolsiiz hiicre g¢ogalmasi ile
karakterize bir durumdur. Diinya niifusunun %9,7’sini etkileyen bu hastaligin
mortalitesi kismen azalma egilimi gostermekle birlikte, kanser nedenli Gliimler
arasinda ii¢lincii sirada yer almaya devam etmektedir. Hastaligin tanisi; rektal kanama,
anemi, istah ve kilo kaybi, digkilama aligkanliklarinda degisiklik gibi belirtiler ile
basvuran kisilerde yapilan kolonoskopi ve bu esnada alinan biyopsiler sonucunda
konulmaktadir (149). Kolorektal kanserler 6nemli birer mortalite ve morbidite
nedenidir. Her yil yaklagik 1 milyondan fazla insan tani almakta ve bunlarin da
yaklasik yaris1 yagsamlarini kaybetmektedir. insidansi erkeklerde kadinlara oranla daha
fazladir ve gorilme sikhigi yasla birlikte artmaktadir (150). Diinya genelinde

kadinlarda 2., erkeklerde 3. siklikta goriilen kanser tiiriidiir. Hastalarin biiyiik
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cogunlugu gelismis toplumlarda yasayan insanlardir (151). Kolon kanserinin
patogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte ailesel yatkinlik, genetik degisiklikler,
beslenme ve yasam tarzi gibi birgok faktor hastaligin gelisiminden sorumlu
tutulmaktadir (152). Kolorektal kanserler, olgularin ¢ogunda sporadik olarak ortaya
cikar. Geri kalanindan (%5-10) ise ¢esitli kanser genlerindeki kalitsal mutasyonlar
nedeniyle kolon mukozal hiicrelerinde meydana gelen ilerleyici genetik bozukluklar
sorumlu tutulmaktadir (153).

Kolorektal kanserlerin erken belirtileri ¢ogu zaman gozden kactigindan dolay1
hastalik erken evrelerde tespit edilememektedir. Hastalarin ¢ogu ileri evrede ve
siklikla karaciger metastazlari ile tani almaktadir. Temel tedavi yaklasimi cerrahi
rezeksiyon ve bunu takip eden radyoterapi ve/veya kemoterapi uygulamasidir (154).
Hastaligin tedavisine yonelik uygulanacak stratejileri tlimoér dokusunun yerlesimi ve
biiyiikliigii, kanserin evresi ve hastanin genel durumu belirlemektedir. Hastaligin
prognozu tani1 aldigi andaki evreye bagli olup, 5 yillik sag kalim oranlar1 %40
civarindadir (149). Kolorektal kanserlerde en sik 6liim nedeni hastaligin niiksti ve
metastazlardir. Cerrahi olmayan tedavi yaklasimlar1 duyarl ve 6zgiil degilken, yan

etki ve toksisite oranlart oldukga yiiksektir (154).

Kolorektal kanserlerin tedavisinde glinlimiizde en sik kullanilan sitotoksik ajan
S-fluorourasildir. Tek basina veya farkli kemoterapotik ajanlarin kombinasyonu ile
uygulanan tedavi yontemine cevap oranlart %20’lerin altindadir ve ilk asamada
tedaviye yanit veren hastalarda ileri donemlerde ilag¢ direnci gelisme orani oldukca
yiiksektir (152). Kemoterapi konusunda kolerektal kanserlerde karsilasilan en 6nemli
sorunlardan biri kemoterapotik ajanin  kanser dokusuna spesifik dagiliminin
saglanamamasidir. Mevcut yaklagimlar kolonda kimyasal ajaninin yogunlasabilmesi
amaciyla daha yiiksek dozda kullanimlarin1 gerektirirken, bu durum ise artan yan
etkiler nedeniyle sorunlar olusturmaktadir (155). Tedaviye bagli olarak gelisen yan
etkiler yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle kolorektal
kanserlerin tedavisinde bagar1 oranlar1 yiliksek ve yan etki potansiyeli daha diisiik anti-

tiimoral bilesiklerin gelistirilmesine ihtiyag vardir (152).

Giliniimiize kadar ¢ok sayida bilesik kolorektal kanserlerden korunma, bu

kanserlerin tedavisi veya tekrarlama riskinin azaltilmasina yonelik olarak denenmistir.
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Tiim bu ¢alismalardan elde edilen bilgiler ideal bir koruyucu veya tedavi edici ajanin
kanser patogenezindeki birden fazla molekiiler mekanizmay1 hedef almas1 gerektigini
ve kolay elde edilebilir, maliyeti diisiik ve kolay uygulanabilir bir ajan olmasi
gerektigini gostermektedir (156). Giiniimiizde kolorektal kanserlerin tedavisine
yonelik yaklagimlar bu hastalig1 tek ve degismez bir patoloji olarak ele almaktadir.
Ancak yakin zamanda yliriitiillen ¢aligmalar ayni evredeki farkli hastalardan alinan
kolorektal kanser orneklerinin biiyiik 6l¢iide; histolojik ve molekiiler diizeyde, gen
ekspresyonlar1 yoniinden ve prognoz acisindan farklilik gosterdigini ortaya koymustur
(157). Bu nedenlerle kolorektal kanserlerin tam olarak anlasilabilmesi ve etkin tedavi
yontemlerinin ~ gelistirilebilmesi  adina  kolon  kanserindeki ~ molekiiler

mekanizmalarinin daha fazla oranda aydinlatilmasina da ihtiya¢ duyulmaktadir (154).

2.4. Bor ve Borik Asit

Bor periyodik tabloda 3A grubunda bulunan bir yar1 metaldir. Yar1 metal
Ozellige sahip olmasi nedeniyle metallerden daha az fakat ametallerden daha yiiksek
iletkenlige sahiptir (158). Periyodik tabloda B simgesi ile gosterilir ve atom numarasi
5, atom agirhigr 10,81 g/mol’diir (159). Bor kelimesinin kokenleri; Arapga buraq,
baurach ve Farsca burah kelimelerinden gelmektedir. Tarihte ilk defa Babiller
tarafindan M.O. 2000 yillarinda metallerin eritilmesi islemlerinde kullandig1 ydniinde
verilere rastlanmaktadir. Bunun yanmi sira bor Misir, Mezopotamya ve Arap
Yarimadasinda bir¢ok uygarlik tarafindan tedavi, mumyalama, ilag ham maddesi ve
temizlik maddesi olarak kullanilmistir. Yakin tarihte bor element olarak ilk defa
1808’de Fransiz bilim adami Joseph Gay-Lussac ve Baron Louis Thenard tarafindan
bilim tarihine kazandirilmistir. Bor ve bilesiklerinin endiistriyel amaclarla Avrupa
Kitasinda kullanilmaya baslamasi ise daha eski donemlere, yaklasik 13. ylizyila

uzanmaktadir (160).

Ulkemiz topraklarinda ise bor madeni ilk defa 18. yiizyil ortalarinda tespit
edilmis ve islenmeye baslamistir. Cumhuriyet donemiyle birlikte yapilan yatirimlar
sonucunda giiniimiizde Tiirkiye, Diinya bor iiretiminde Onemli bir pozisyona
ulasmistir (161). Ulkemiz diinya iilkeleri arasinda, sahip oldugu bor rezervleri

acisindan %72’ lik pay ile ilk sirada yer almaktadir. Baglica bor yataklari, Bati
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Anadolu ve Marmara Denizi giliney kesimlerinde, 6zellikle Eskisehir ve Kiitahya
yorelerinde bulunmaktadir (162). Bor bilesikleri gilinlimiizde bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. Tipta (¢esitli ilaglarin tiretiminde, vitamin takviyesinde, kanser
tedavisi gibi alanlarda), sterilizasyon ve temizlik alaninda (gesitli fungusit, insektisit
ve antiseptik maddelerin iiretiminde), tarimda (zirai miicadele ilaglarinda, giibre
yapiminda) ve cesitli endiistriyel alanlarda (cam, seramik, metal, kozmetik gibi)

kullanilmaktadir (163).

Dogada bor ¢esitli molekiiller ile bilesikler yapmis halde bulunur. Bor atomlari
oksijene yiiksek afinite gdstermektedir. Borun oksijenle yaptigi bilesikler borat olarak
isimlendirilir. Bor dogada en sik borat formunda bulunur. Boratlar arasinda 6zellikle
kalsiyum ve sodyum boratlar 6nemli yer tutar. Boratlarin diger 6nemli bir formu ise
borik asittir ve borun insanlarda ve hayvanlarda en sik gézlenen formudur (164).
Borun ¢6ziiniir formlar1 arasinda en yaygin olarak goriileni borik asittir. Borik asit
(H3BO:3); renksiz, kokusuz ve suda kolayca ¢oziinebilen seffaf kristal yapida ya da
beyaz graniillii toz halinde bulunan bir Lewis asittir ve dzgiil agirhig 1.43 gr/cm? tiir
(165). Borik asitin bilinen {i¢ formu vardir. Bunlar orto, tetra ve meta borik asitlerdir.
Borik asit olarak bilinen ve en yaygin goriilen formu ortoborik asittir. Bu formlar 1sinin
etkisiyle olugsmaktadir. Ornegin ortoborik asit 100°C’nin iizerindeki sicakliklarda dnce
metaborik asite, 160°C’nin iizerinde ise tetraborik asite doniismektedir (166). Borik
asit dogada yaygin olarak bulunan bir mineral iiriiniidiir ve geleneksel tip uygulamalari
yaninda tarim, sanayi ve kozmetik sektoriinde de siklikla kullanilmaktadir. Borik asit
viicuda alindiktan sonra hizla absorbe edilir ve pasif difiizyon araciligi ile tiim viicut
stvilarina dagilir. Bazi ¢alismalar hem insan hem de siganlarda borik asitin kan doku
dagilim oraninin 1:1 oldugunu gostermektedir. Borik asit viicutta metabolize edilmez
ve idrar yoluyla atilir. Viicuttaki yar1 0mrii yaklasik bir giin kadardir ve yumusak
dokularda birikim gostermedigi tespit edilmistir. Ancak buna karsilik borik asitin
ozellikle kemik dokuya karsi artmis affinitesi bulunmakta olup burada birikim

gosterebilmektedir (167).
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2.4.1. Borik Asitin Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Insanda giinliik alinan bor miktari, cografi kosullara bagl olarak yerlesim
bolgesi tarafindan belirlenmektedir. Ciinkii bor cogunlukla beslenme esnasinda
gidalarla veya su ile viicuda alinmaktadir. Bunun yani sira solunum ve deri yoluyla da
alimi miimkiindiir. Bor miktarinin yogun oldugu sularda ve topraklarda yetisen
tirtinlerin tiikketimi, alinan bor miktarinit dogrudan etkileyen bir faktor olarak karsimiza
cikar. Giinliik olarak beslenme sonucu alinan bor miktari yaklagik 2 mg kadardir (12).
Beslenme ile alinan bor 6nce bagirsak mukozasinda borik asite doniismekte ve
ardindan pasif difiizyon ile absorbe olmaktadir. Bor, kan dolasimina da borik asit
seklinde transfer edilmektedir (166). Viicuda alinan borun %83-98’1lik kismi tiim
dokulara borik asit olarak dagilmakta ve 96 saat icinde idrar yolu ile metabolize
olmadan atilmaktadir (12). Boratlarin ve borik asitin metabolize olmamasinin nedeni
ise bor ve oksijen arasindaki kimyasal baglarin koparilmasi i¢in ¢ok yiiksek diizeyde
enerjiye ihtiya¢ duyulmasidir (166). Borik asitin yaklasik yaris1 alimindan sonraki ilk
12 saatte, kalan kismi ise azalan oranlarda 7 giin igerisinde bobreklerden atilmaktadir
(163). Insan bobrek tiibiil hiicrelerinin, voltaj kapili Na* bagimli NaBCl tastyicilar
icerdigi ve plazma borik asit seviyelerinin bu sekilde kontrol edildigi bilinmektedir
(168). Saglikl1 bir insanda kan borik asit miktari, borun az bulundugu bélgelerde tespit
edilebilir en diisiik diizey olarak 4.7 uM (48,5 pg) ve en yiiksek diizey olarak da bor
madeni is¢ilerinde 350 uM (3600 pg) olarak tespit edilmistir (12).

Bor bitkiler ve bazi hayvanlar igin esansiyel olmakla beraber, beslenme
sirasinda alinan miktar ile insan i¢in de faydali etkilere sahiptir. Besin takviyesi ile
bor aliliminin insanlarda ve hayvanlarda c¢esitli metabolik ve fizyolojik sistemler
tizerine onemli etkileri bulunmaktadir. Bor, 6zellikle bazi minerallarin (Ca, P), vitamin
D nin, bazi1 enzimlerin (aldehit dehidrojenaz, ksantin oksidaz, sitokrom b5 rediiktaz),
cesitli hormonlarin (insiilin, Ostrojen, testosteron Ve tiroid hormonlari), enerji
substratlarinin (trigliserid, glikoz) ve reaktif oksijen tiirlerinin metabolizmalarin
etkilemektedir. Borun bu etkilerine aracilik eden biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak borun biyokimyasal ve
fizyolojik etkilerini agiklamaya yonelik olarak iki farkli hipotez ortaya konulmaktadir.

Bunlardan ilki borun hiicre zarinda hormon yanitlarin1 ve transmembran sinyal
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iletimini etkileyebilecegi iizerinedir. ikincisi ise borun gesitli enzimatik sistemleri
diizenleyici etkileri olabilecegine yoneliktir. Ayrica bor bilesikleri siiperoksit
dismutaz, katalaz ve peroksidaz diizeyleri iizerinden antioksidan sistemlere de etki
etmektedir (169). Insan sagligina olan yararli etkilerinin kesfi ile son yillarda bor ve
bilesikleri iizerine yiiriitiillen ¢alismalarin sayisinda artis gézlenmektedir. Bor ve
bilesiklerinin 6zellikle {ireme sistemi iizerine belirgin etkileri oldugu bilinmektedir.
Bu etkileri endokrin sistem iizerinden gergeklestirdigi diistintilmektedir. Si¢anlarda
yapilan arastirmalarda in vivo kosullarda borik asitin dstrojen benzeri etkileri oldugu
gosterilmistir. Buna karsilik, MCF7 meme kanseri hiicre hatlar ile gerceklestirilen

caligmalar ile in vitro kosullarda bu etki dogrulanamamuistir (170).

Ozellikle diyetle alman bor, kemik sagligini olumlu yonde etkilemekte, bazi
steroid hormonlar ile etkilesmekte, dolasimdaki 25 hidroksikolekalsiferol ve 17 -
estradiol miktarin1 artirmaktadir. Bor ve bilesiklerinin inflamasyonda ve immun
sistemde rol oynayan eikozonoid yolag ile ilgili gesitli enzimlerin in vitro aktiviteleri
tizerine etkileri oldugu da bilinmektedir. Ayrica, lipid metabolizmasi {izerine etkileri
ile LDL, trigliserid ve kolestrol diizeylerini diisiirdiigi HDL’yi ise artirdig1
gosterilmistir (13). Borik asit toksik olmayan bir ajan olarak siniflandirilmaktadir.
Siganlarda oral LDsg dozu 4 g/kg’dan, subkutandz LDsp dozu ise 1 g/kg’dan fazla
olarak belirlenmistir (171). Fransa’da yetigkin saglikli bir insanin giinde 7 mg kadar
bor aldig1 saptanmistir. Diinya Saglik Orgiitii giinliik almabilecek bor miktarini uzun
yillar 1-3 mg ile simirlamistir. Ancak son yillarda yiiriitiilen ¢aligmalara dayanarak
1996’da bu miktar 1-13 mg/giin olarak yiikseltilmistir (172). Kisa siirede ¢ok yiiksek
dozda maruziyete bagli olarak depresyon, konvulsiyon ve ataksi gibi belirtiler ortaya
¢ikabilir. Bununla birlikte borun 6zellikle iireme sistemini etkiledigi ve hamilelikte

yiiksek dozlarda gelisimsel anomalilere neden olabilecegi bildirilmistir (12).

2.4.2. Borik Asit ve Kanser Tedavisi

Dogal bilesikler giinlimiizde kanser tedavisi i¢in olduk¢a onemli potansiyel
kaynaklardir. Bunlar arasinda en 6nemli adaylardan biri de bor ve bilesikleridir. Bor
dogal olarak meyve ve sebzelerde, ayrica igme suyunda bulunmaktadir ve bu nedenle

normal giinliik bir diyetin pargasidir. Diyet ile ortalama 15 pM kadar borik asit alindig1
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tahmin edilmektedir. Borun plazmada dolasan formu olan borik asitin kemoterapotik
olarak kullanilabilirligini arastirmak {izerine cesitli ¢aligmalar yiiriitiilmistir. Bu
caligmalar1 olumlu yonde destekleyen en onemli etken, borik asitin bazi 6nemli
kimyasal ozelliklerinin kanser tedavisinde etkili olabilecegini gosteren verilerdir.
Borik asit kimyasal olarak zayif bir Lewis asittir ve yapisal dzellikleri karbon atomuna
benzemektedir. Bu nedenle karbon igerikli bir¢ok substratin yarigsmali inhibitorii
olarak davranabilmektedir. Bu 6zelligi ile borik asit peptidaz, proteaz, proteozomaz,
arjinaz, nitrik oksit sentaz ve transpeptidaz gibi bir¢ok enzimi etkili bir sekilde inhibe
edebilmektedir. Bu farmakolojik 6zelliklerinin yani sira; kolay elde edilmesi, diisiik
toksisite diizeyi, kisa siire igerisinde idrar ile metabolize edilmeden atilimi gibi kanser

tedavisi agisindan ilgi ¢eken 6nemli 6zelliklere de sahiptir (11).

Baz1 epidemiyolojik ¢aligmalara ait veriler de borik asitin anti-kanserojen
etkileri olabilecegine isaret etmektedir. Ornegin, borun diyetle aliniminin prostat
kanserine kars1 koruyucu etkileri olduguna dair epidemiyolojik veriler bulunmaktadir.
Ozellikle borik asitin diyet yoluyla yogun olarak alindig1 bdlgelerde prostat kanseri
goriilme oranlarinda anlamli bir azalma s6z konusudur. Bunun yani sira prostat kanser
hiicresi enjekte edilen deney hayvanlarinda borik asit kullaniminin tiimér olusumunu
azalttigi goriilmistiir (173). Bu bulgu borik asitin nude farelere verilen LNCaP prostat
kanser hiicrelerinin gelisimini inhibe etmesi ile de desteklenmistir (165). Borik asit,
fizyolojik doz araliginda, doz bagimli olarak LNCaP ve Du 145 prostat kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etmektedir. Borik asit hiicresel diizeyde bu kanser
hiicrelerinde siklik ADP riboz ile aktive olan, endoplazmik retikulumdan Ca*
salimmimni inhibe etmekte ve bu organeldeki liiminal Ca*? konsantrasyonlarini

diistirmektedir (12).

Alvin ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada ise borik asitin SK-MEL28 insan
deri melanoma hiicre hatlarinda, hiicrelerin biyokimyasal yapisin1 degistirdigi
gosterilmigtir. Buna gore diisiik dozlarda borik asit varliginda hiicrelerde niikleik
asit/protein oraninda bir artis goriilmektedir ve bu durum hiicrelerin aktif olarak
replike olduguna isaret etmektedir. Buna karsilik lipid ve protein icerikte herhangi bir
degisiklik goriilmemektedir. Yiiksek doz borik asit uygulamasinda ise niikleik asit
protein orami diisiilk olarak tespit edilmekte ve aktif replikasyonun olmadigi

goriilmektedir. Bununla birlikte yiliksek dozlarda hiicre canliliginda belirgin bir azalma
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olmaktadir ve borik asitin melanoma hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
goriilmektedir (14). Bu etkinin ise doz bagimli olarak, pre-mRNA kesiminin ikinci
asamasini geri dontisiimlii olarak inhibe olmasi ile gergeklestigi ifade edilmektedir
(14).

Bor ve bilesiklerinin sahip oldugu anti-tiimorojenik etkilerin molekiiler
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ancak tlizerinde en ¢ok durulan muhtemel
etki mekanizmalarindan biri, karsit bulgularin da varligi ile birlikte; kanser
hiicrelerinde apoptozun uyarilmasidir. Bu ag¢idan bakildiginda 6rnegin, MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerine borik asit uygulamasi ile yapilan bir ¢aligma bu hiicrelerde
borik asitin, proliferasyonu doz bagimli bir sekilde azalttigin1 ve bunu da apoptozu
uyararak gerceklestirdigini gostermektedir (13). Ancak bunun yani sira hem MDA-
MB-231 meme kanseri hem de Du-145 prostat kanseri hiicre hatti ile yapilan farkli
caligmalarda ise borik asitin hiicre ¢ogalmasini apoptozu uyarmadan inhibe ettigi
vurgulanmaktadir (13). Bu ¢alismalarin sonuglarina gore hiicreler borik asit etkisi ile
yaslt bir fenotipe doniismekte ve siklin A-E ve mitojen aktive protein Kkinaz
proteinlerinde bir azalma goriilmektedir (13). Bunun yani sira yine prostat kanser
hiicreleri ile yapilan galismalar borik asitin kanser hiicrelerinin gogiinde anahtar rol

oynayan sinyal aglarinin gii¢lii bir inhibitorii oldugunu ortaya koymaktadir (174).

Prostat spesifik antijen (PSA) prostat dokusu tarafindan iiretilen kimyasal
olarak tripsin benzeri bir serin proteazdir. Normalde prostat salgisina eklenen bu
bilesik kanda ¢ok diisiik diizeylerde bulunur. Ancak prostat kanserinde serumdaki PSA
diizeyleri belirgin oranda artmaktadir. Ilging bir sekilde PSA, IGFBP-3"ii (Insulin like
Growth Factor Binding Protein 3) parcalayarak IGF (Insulin like Growth Factor)
olusumuna neden olmaktadir. IGF de prostat kanser hiicrelerinde mitojenik yetenegi
artirmaktadir. Ozgiil olmayan serin proteaz inhibitdr dzellikleri bilinen borik asitin,
PSA aktivitesini geri doniisiimlii olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Bu 6zelligin kesfi
ile de borik asitin prostat kanser hiicreleri tizerindeki etkilerine aracilik eden farkli bir
mekanizma daha ortaya ¢ikarilmistir (175). Yine prostat kanseri ile yapilan farkli
caligmalar da borik asitin prostat kanser hiicre hatlarinda hiicre ¢ogalmasini inhibe
ettigini, ancak bu etkiyi hiicre siklusunda bir degisiklik olusturmadan ve hiicre

6liimiine neden olmadan ortaya ¢ikardigini géstermektedir (168).
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Bunlardan farkli olarak borik asitin hiicrelerde HDAC’1 da (Histone
Deacetylase) inhibe ettigi gosterilmistir. HDAC’lar niikelozomlarin ve dolayisi ile gen
ekspresyonlarinin  diizenlenmesinde 6nemli role sahip enzimlerdir. Histon
kuyruklarindaki lizin rezidiilerini deasetilleyerek transkripsiyonel baskilamaya yol
acarlar. HDAC’lar1 inhibe eden ilaglar ise hiicre biiylimesini inhibe ederken hiicreleri
terminal farklilasma yoniinde uyarir ve kanser gelisimini Onleyici bir etki gosterir.
Deney hayvanlar1 embriyolari ile yapilan ¢alismalar borik asitin HDAC’1 belirgin bir
sekilde inhibe ettigini gostermektedir. Bu etki ayn1 zamanda borik asitin kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasin1 inhibe eden alternatif bir mekanizma olabilecegini

diistindiirmektedir (176).

Sonug olarak, bor ve borik asit anti-kanserojen bir ajan olarak iyi bir adaydir.
Ciinkii borik asit dogal olarak zaten kanda bulunmaktadir, giinliikk diyetin bir
parcasidir, diyetle alim sonrast hizli bir sekilde absorbe olarak yeterli bir plazma
diizeyine ulasir ve tim dokulara dagilim gosterir. Ayrica hiicre kiiltiirii, hayvan
deneyleri ve epidemiyolojik calismalar ¢esitli kanser hiicreleri {izerine borik asitin

antiproliferatif etkileri olduguna dair kanitlar sunmaktadir (168).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismanin hiicre kiiltiirii kism1 Siileyman Demirel Universitesi Tip

Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda,

immunohistokimyasal kismi Histoloji ve Embriyoloji Arastirma Laboratuvarinda

gerceklestirildi. Gen ekspresyon calismalari ise Roche firmasi biinyesindeki

Molekiiler Genetik Laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Deneysel ¢caigsmalarda kullanilan cihazlar tablo 5°de belirtilmistir.

Tablo 5. Kullanilan cihazlarin listesi, marka-modeli ve kullanim yeri.

Cihaz Markasi KullanimYeri
Hiicre Kilturi

+4 °C Buzdolab1 Siemens Laboratuvary/Histoloji ve
Embriyoloji Arastirma
Laboratuvari

-20 °C Buzdolabi Samsung Hiicre Kiiltiiri Laboratuvari

-80 °C Buzdolabi U 410 Premium Hiicre Kiiltiiri Laboratuvari

Binokiiler Isik Histoloji ve Embriyoloji

) Olympos Cx21

Mikroskopu ymp Arastirma Laboratuvari

CO2’li inkubator Hela-Force Smart Cell  Hiicre Kultiiri Laboratuvari
Histoloji ve Embriyoloji

Etiv Heareus J yolo]

Fotomikroskop
Goriintiileme Sistemi

Hassas Terazi

Inverted Mikroskop
Laminar Akim Kabini

Mikrodalga Firin

Mikrotom

Nikon Eclipse/DS Ri2

Ohaus

Olympos CKX41
Bilser

MD1500

Leica RM2125

Aragtirma Laboratuvari
Histoloji ve Embriyoloji
Arastirma Laboratuvari
Histoloji ve Embriyoloji
Aragtirma Laboratuvari
Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari
Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari
Histoloji Arastirma
Laboratuvari

Histoloji Aragtirma
Laboratuvari
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Cihaz Markasi KullanimYeri
Pipet pompast Isolab Hiicre Kiilturt Laboratuvari
Hicre Kiltiri
) Laboratuvari/Histoloji ve
Pipetorl Eppendorf . .
tpetoriet PP Embriyoloji Arastirma
Laboratuvari
Real Time PCR L!ghtCycIer 96 Real Molekiiler Genetik
Time PCR system Laboratuvari
Santrifiij Niive CN180 Hiicre Kiiltiiri Laboratuvari
Molekiil ik
Spektrofotometre Nanodrop 2200 Sl ey
Laboratuvari
Hiicre Kiltiri
Su Banyosu Leica H11210 Labor.atuvé.rl/HIStOIOj LV
Embriyoloji Arastirma
Laboratuvari
Histoloji ve Embriyoloji
Vorteks Niive Nm110 il v Ema el

Arastirma Laboratuvari

(Tablo 5 devami)

3.1.2. Kiiltiirde Kullanilan Hiicreler

Calismamizda SW-480 insan kolon adenokarsinom (DSMZ no: ACC 313)

hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu hiicre hatti Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirii

Kolleksiyonundan (DSMZ) saglanmis ve dondurularak yedeklenmistir.

SW-480 hiicre hatti, 50 yasindaki Grade 4 (Duke class B) kolon

adenokarsinomu olan Kafkas bir kadindan elde edilmistir. Morfolojik olarak endotelial

benzeri adherent hiicreler olup monolayer kiiltiir ortaminda c¢ogunlukla bipolar

karakterdedir. Katlanma zamani yaklasik olarak 25-30 saat olan hiicreler, genetik

olarak %12 poliploidi ile hipertriploid karyotipe sahiptir.
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3.1.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Sarf Malzemeler ve Kimyasallar

Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan sarf malzeme ve kimyasallar tablo 6’da

listelenmistir.

Tablo 6. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan sarf malzeme ve kimyasallar listesi.

Sarf Malzeme/Kimyasal Ad1

Markasi/Mensei

Katalog Numarasi

0,2 um Enjektor Filtresi
Agar

Borik Asit

Cryogenic Vial

DMSO

1,5 ml tip

Santrifiyj Tipt 15 ml
Santrifiij Tiipt 50 ml
Fetal Sigir Serumu

Flask 75cm?

Kiilttir Kab1 24 kuyucuklu
Kiiltiir Kab1 6 kuyucuklu

Penisilin/Streptomisin

RPMI 1640 Medyum (L-
Glutaminli)

Steril Pasteur pipeti 2,5 ml

Steril PBS w/o Ca/Mg

Tek kullanimlik steril pipet 10 ml

Tripan Mavisi

Tripsin (% 0,25)

CORNING® (A.B.D.)

BD®(A.B.D.)
SIGMA® (A.B.D.)
CORNING® (A.B.D.)
MERCK® (A.B.D.)
AXYGEN® (A.B.D.)
AXYGEN® (A.B.D.)
AXYGEN®(A.B.D.)
LIFE TECH® (A.B.D.)
CORNING®(A.B.D.)
CORNING® (A.B.D.)
CORNING® (A.B.D.)

LIFE TECH® (A.B.D.)

LIFE TECH®(A.B.D.)

LP® (Italya)

LIFE TECH® (A.B.D.)
CORNING® (A.B.D.)
ALFA EASER®
(AB.D)

LIFE TECH® (A.B.D))

431219

214030
B6768-5006
430659
1.167.431.000
MCT-150-C
SCT-15ML-255
SCT-50ML-255
10270106
430641

3524

3516

15070063

21875034

134038
14190094
4488
A18600

15050065
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3.1.4. immiinohistokimyasal Cahsmalarda Kullamlan Sarf Malzemeler ve

Kimyasallar

Immunohistokimyasal deneylerde kullanilan sarf malzeme ve kimyasallar

tablo 7’de belirtilmistir.

Tablo 7. Immunohistokimyasal ¢alismalarda kullanilan sarf malzemeler ve

kimyasallar listesi.

Sarf Malzeme/Kimyasal Ad1 Markasi/Mensei Katalog
Numarasi

Anti AIF Primer Antikor THERMO® (A.B.D.) PAS-17638

Apoptag Plus Apoptosis Kit MILLIPORE® (A.B.D.) 57101

Asetik asit MERCK® (A.B.D.) 1000631000

BrdU Boyama Kiti THERMO® (A.B.D.) 933943

Etanol SIGMA®(A.B.D.) 1.009.712.500

HCI MERCK® (A.B.D.) 1090631000

Hematoksilen SIGMA® (A.B.D.) MHS1-100ML

Hidrojen Peroksit TEKKIM® (Tiirkiye) TK.080220.01001

Immunopen lam hidrofobik
isaretleme

Kapatici (Aqueous-Mount)

Anti Kaspaz 3 Primer Antikor

Ksilol

Metanol

Metil green
N-Butanol
Parafin
Polilizinli Lam
Rodajli Lam
Sitrat Tamponu

Tablet PBS

Ultra Ab Diluent
Ultra V blok
Ultravision Detection System

Yuvarlak Lamel

SIGMA® (A.B.D.)

VECTOR® (A.B.D.)
THERMO® (A.B.D.)
MERCK ® (A.B.D.)
MERCK ® (A.B.D.)
MERCK ® (A.B.D.)
MERCK® (A.B.D.)
TEKKIM® (Tiirkiye)
THERMO® (A.B.D.)
THERMO® (A.B.D.)
SIGMA® (A.B.D.)
INVITROGEN®
(A.B.D.)

LIFE TECH® (A.B.D.)
SCYTEK® (A.B.D.)
THERMO® (A.B.D.)

SUPERIOR®
(Almanya)

Z672548-1EA

H-5501-60
PAS-16335
130-20-7

67-56-1
7114-03-6

71.36.3
TK.200661.01002
J7800AMNT
J5800AMNT
C9999-1000ML

003002

3118
AAA125
TL-060.QHD

C911350
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3.1.5. Gen Ekspresyon Cahsmalarinda Kullanilan Sarf Malzemeler ve

Kimyasallar

Gen ekspresyon galismalarinda kullanilan sarf malzeme ve kimyasallar tablo

8’de belirtilmistir.

Tablo 8. Gen ekspresyon ¢alismalarinda kullanilan sarf malzeme/kimyasal listesi.

Sarf Malzeme/Kimyasal Ad1 Markasi Katalog
Numarasi
“ - ” Roche®
FastStart Essential DNA Probes Master 6402682001
(Almanya)
®
HP RNA Izolasyon Kiti Roche 11828665001
(Almanya)
“RealTime ready Apoptosis Panel”, Insan 96  Roche®
Gen (Almanya) 5392063001
“Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis” ®
Mahh Y Y RS 4379012001
Kiti (Almanya)
3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Calismamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup, deneyler
Siileyman Demirel Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dalinda arastirma laboratuvar1 ve hiicre kiiltiirli laboratuvar imkanlar1 kullanilarak

gerceklestirildi.

Arastirmada Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirii Kolleksiyonundan
(DSMZ) saglanan CCL-228-SW-480 (DSMZ no: ACC 313) kolon kanseri hiicre hatt
kullanildi.

CCL-228-SW-480 hiicreleri igin besi ortami, %90 RPMI-1640 (L-glutaminli),

%10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin olarak hazirlanmistir.

Hiicreler bu besi ortamini igeren 25 cm? ve 75 cm?’lik flasklarda, i¢ ortami %5
CO2, %95 hava karisimi1 ve nem iceren ve 37°C olan inkiibator i¢inde tutularak ve

haftada 3 kez rutin pasaj yapilarak tiretildi.
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Hiicre pasajlar1 i¢in laminar akim kabini, hiicre kiiltlirleri incelemeleri igin

invert mikroskop, stoklarin depolanmast i¢in -80°C derin dondurucu kullanildi.

3.2.1.1. Hiicre Hattinin Ac¢ilmasi

Hiicreler {iretici firma tarafindan sofuk zincir prosediiriine uygun olarak
laboratuvarimiza ulast1 ve ¢6zdiirme islemi uygulandi. Bunun i¢in hiicreler ¢oziinmesi
saglanana dek 37°C’lik su banyosunda tutuldu. Coziinen hiicre siispansiyonu santrifiij
tiipiine alinarak tizerine 1-2 ml %210 serumlu medyum ilave edildi ve 1500 rpm’de 3
dk santriflij edildi. Siipernatant atildiktan sonra DMSO (Dimetil Siilfoksit)’nun
etkisinden kurtarmak amaciyla tekrar 1-2 ml %10 serumlu medyumla 2 defa 1500
rpm’de 1-2 dk daha santrifiij edildi. Pellete az miktar %10 serumlu medyum eklenerek

yavasea pipetajlandi ve medyum konulmus flasklara ekim yapilda.

Hiicrelerin takibi ve dondurulmasi i¢in kullanilnan medyum igerikleri su

sekilde hazirlandi;

e Hiicre Kiiltiir Medyumu Igerigi;

%90-95 RPMI-1640 (L-glutaminli), %5-10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin
Hiicre c¢ogalma hizi degerlendirilerek, FBS orani hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi
sonrasindaki ilk pasajlar haricinde cogunlukla %5 olarak diizenlenmistir.

e Dondurma Medyum Igerigi;

%70 RPMI-1640 (L-glutaminli), %20 FBS, %10 DMSO

3.2.1.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Hiicreler, 25 cm?’lik flasklarda 5 ml, 75 cm?’lik flasklarda ise 10 ml %10 FBS
ve 100 IU/ml penisilin-streptomisin i¢ceren RPMI-1640 (L-glutaminli) medyumu
icerisinde %80-90 yogunluga geldiklerinde pasajlanmak suretiyle iiretildi.
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3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Bu islem igin; flasklar igerisinde %80-90 yogunluga gelen hiicrelerden
medyum uzaklastiridi. Hiicrelerin tizerine %0,05°1ik tripsinden kiiciik flasklara (25
cm?) 1-2 ml, biiyiik flasklara (75 cm?) 3-5 ml eklenerek, 37°C’lik COz etiivde bekletildi
ve kontrollii kalkmalar1 saglandi. Yiizeyden ayrilan hiicrelere tripsinle ayni miktarda
medyum ilave edilerek tripsinin etkisi bloke edildi ve santrifiij tiipiine siispanse halde
toplanan hiicreler 1500 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek siipernatanti uzaklastirildi. Bir
miktar medyumla siispanse edilen hiicreler medyum konulmus flasklara ekildi.

Flasklar 37°C’lik % 5 CO2’1i etiive kaldirild.

3.2.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Dondururak saklama islemi, hiicrelerin c¢ogaltilmasi esnasinda ihtiyag
durumuna gore planland1 ve gerceklestirildi. Pasajlama esnasindaki basamaklara
benzer sekilde konfluent olan hiicreler 6nce tripsinle kaldirildi. Santrifiij islemi
sonucunda elde edilen pelet besiyeri ile homojenize edildi. Ardindan canlilik kontrolii
ve hiicre saymm icin 6rnek alindi. Ornege, tripan mavisi eklenerek hemositometre
kullanilarak 151k mikroskopunda incelendi. Daha 6nceden hazirlanmis olan ve %20
FBS, %10 DMSO igeren dondurma medyumu ile hiicreler kriyo tiiplere aktarildi. Bu
islemler buz iizerinde gerceklestirildi. Hiicreleri, hizli donma sonucu hiicre ig¢indeki
suyun kristalizasyonu nedeniyle meydana gelebilecek hasarlardan korumak i¢in yavas
dondurma prensipleri uygulandi. Daha sonra kriyo tiipler dondurma prosediiriinii

takiben -80°C de derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.1.5. Hiicre Sayimi

Hiicre saymmu i¢in, elde edilen hiicre silispansiyonlarindan bir miktar 6rnek
alind1 ve tripan mavisi ilave edildi. Ardindan hemositometreye yiiklenen 6rnek 151k
mikroskobunda sayildi (Sekil 13). Sayim kamarasinda 16 kiiciik kareden olusan 4 alan
sayilarak hiicre sayis1 formiiliize edildi ve 1 ml hacimde bulunan hiicre sayisi
hesaplandi. Siispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille

bulundu (177).
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Toplam hiicre sayisi/ml = Hemositometre sayim sonucu x 10% x Medyum miktari (ml)
Daha agik bir ifadeyle;

Sayilan Hiicre 4

—_— X
Sayilan Kare Seyreltme Orani

Toplam hiicre sayis1 = X toplam hacim

-
=

: m=
1t

e
1t
Ili{
S

H

=

Sekil 13. Hemositometre sayim alan1 (178).

3.2.1.6. Doz Belirleme Deneyi

Doz belirleme deneyi i¢in 75 cm? lik flasklarda ¢ogaltilan hiicreler kullanildi.
Hiicreler pasajlama esnasindaki basamaklara benzer uygulamalarla kaldirildi.
Ardindan hiicreler; santrifiij islemi ve elde edilen pellete medyum ilavesi ile
stispansiyon haline getirildi. Hiicre siispansiyonundan alinan 6rnek tripan mavisi ile

boyanarak sayildi ve mililitredeki hiicre sayisi tespit edildi.

Deneyler icin 6 kuyucuklu kiiltiir kaplart kullanildi. Eldeki hiicre
stispansiyonundan 500.000 CCL-SW-480 hiicresi 5 ml RPMI 1640 medyum igeren
kuyucuklara ekildi. Literatiir taramasi ve degerlendirmeler sonucunda borik asit i¢in
10, 12.5, 25, 50, 75, 100 mM konsantrasyonlarinda olmak iizere 6 doz araligi
belirlendi. Bu amacla uygun miktarda borik asit, serum igermeyen medyumda
¢Ozdiirtildii ve final hacmi 100 pl olacak sekilde kuyucuklara uygulandi. Her bir doz
i¢in 3’er kuyucuga ve 24., 48. ve 72. saatler i¢in ekilerek 37°C’de, %5 CO> ve uygun
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miktarda nem igeren ortamda inkiibe edildi. Doz belirleme deneyi i¢in planlanan deney

semasi sekilde goriilmektedir (Sekil 14)

Hiicreler 24., 48. ve 72. saat sonunda tripsinle kaldirildi. Her bir kuyucuktaki
hiicreler 6nce santrifiij edildi, ardindan hiicre siispansiyonu elde edildi. Hiicre
stispansiyonlarindan alinan Ornekler tripan mavisi ile boyanarak hemositometrede

sayildu.

* Tripsinizasyon
¢ Hicre stspansiyonu

ome B L
2smv MO - OO OO0
will  [oes|eee
A 000000
oo Y () I
oomm BRI - OO HOOO

Y
=~ 4l

Sekil 14. Doz belirleme deneyi semasi.
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3.2.1.7. Tutunma ve Canhlik Deneyi

6’11 kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna 500.000 hiicre 5 ml medyum

igerisinde ekildi. Gruplar kontrol grubu ve borik asit verilen grup olarak diizenlendi.

Her bir grup i¢in 3’er kuyucuga ekim yapildi. Bu gruplar 24., 48., 72. saatler
icin ayr1 ayri ekildi. Her bir slirenin bitiminde hiicreler santrifiij teknigiyle toplanarak

sayma kamarasinda sayildi ve hiicre sayilar1 kaydedildi.

%0,1’lik tripan mavisi boyasiyla, hiicre soliisyonu 1/1 oraninda hazirland1 ve
lam lamel arasina konarak mikroskopta sayildi. Boylece canli hiicre oranlar1 saptandi.

Canlilik deneyi semasi sekilde goriilmektedir (Sekil 15).

* Tripsinizasyon
* Hicre siispansiyonu
eldesi

-
-
-

Sayim
U e 5 ml medyum
- | ile her kuyucuga

W'

5
100 pl 5x10° Sw 480

FBS icermeyen
medyum

24 saat 48 saat 72 saat

@
@

100 pl
BA cozeltisi

BA

Sekil 15. Hiicre canlilik deneyi semast

3.2.1.8. iki Boyutlu Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Immunohistokimyasal ¢alismalar i¢in 24 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 kullanildi.
Ekim yapilacak kuyucuklara yuvarlak lamel yerlestirildi ve ardindan 1 ml besiyeri
konuldu. Daha sonra kuyucuklara, ¢ogaltilan hiicrelerden sayim yapilarak 100.000

hiicre ekildi ve hiicrelerin yapismasi i¢in beklendi. Doz belirleme deneyinde etkin doz
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olarak belirlenen konsantrasyonda borik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 20 pl,
borik asit (BA) kuyucuklarina eklenirken ayni miktarda serum igermeyen medyum K
(kontrol) kuyucuklarina eklendi. Deney plan1 24., 48. ve 72. saatler i¢in uygulanacak
sekilde dizaynedildi. Hem K grubu hem de BA grubunda belirlenen saatler igin 3’er
ornek kullanildi. ilgili deney planina ait sema sekilde goriilmektedir. Ardindan farkl
immunohistokimya c¢alismalar1 i¢in ilgili siireler sonunda gerekli protokoller

uygulandi (Sekil 16).

Gen ekspresyon c¢alismalari i¢in ise 6 kuyucuklu kiiltiir kaplari kullanildi. Gen
ekspresyon galismalar1 igin biitce kapsaminda ve doz belirleme deneyinden elde edilen
veriler 1518inda sadece 48. saat ornekleri ¢alisilacagindan dolayi tek bir kiiltiir kabi
yeterli oldu. Her biri ii¢ 6rnek i¢eren kontrol grubu (K) ve borik asit grubu (BA) olmak
tizere iki grup olusturuldu. 5 ml besi yeri i¢eren kuyucuklara 500.000 hiicre ekildi ve
hiicrelerin yapismasi i¢in beklendi. Doz belirleme deneyinde etkin doz olarak
belirlenen konsantrasyonda borik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltiden 100 pl, borik
asit (BA) kuyucuklarina eklenirken ayni miktarda serum icermeyen medyum K
(kontrol) kuyucuklarina eklendi. 48. saatin sonunda genetik calisma protokollerine

gecildi (Sekil 17).
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* Tripsinizasyon

* Hiicre siispansiyonu
eldesi

¢ Sayim
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1ml medium
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24 saat 48 saat 72 saat
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@® —> 20 ul FBS’siz medium
® — 20 pl BAgozeltisi

Sekil 16. Immiinohistokimyasal ¢alismalar icin iki boyutlu kiiltiir ortamimin
hazirlanmasina ait deney semasi.



* Tripsinizasyon
* Hicre siispansiyonu

eldesi

¢ Sayim
H — _'.'P 5 ml medyum
™ ile her kuyucuga
5x10° Sw 480
100 pl
FBS icermeyen
medyum 48 saat —
° DO ®
o — m 000
100 pl
BA ¢ozeltisi

Sekil 17. Gen ekspresyon ¢alismalari i¢in iki boyutlu kiiltiir ortaminin
hazirlanmasina ait deney semasi.

3.2.1.9. U¢ Boyutlu Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi, Bakimi ve Takibi

Tek tabakali kiiltiirdeki hiicrelerin kemoterapiye karsi olusturduklar: yanit ile
klinik gozlemler arasinda birgok farklilik oldugu, tek tabakali kiiltiirde ¢ok etkili
bulunan ve belirgin antitlimoral etkinligi saptanan bir ilacin ya da ilag
kombinasyonlarmin klinikte bu derece etkili olmadigi saptanmistir. Bu nedenle {i¢
boyutlu hiicre kiiltiirlerinin (sferoid) in vivo kati tiimorlerin 6zelliklerini tam olarak
yansittig1 disliniilmektedir. Calismamizda SW-480 c¢ok hiicreli tiimor sferoidleri
liretimi igin s1v1 {ist tabaka yontemi kullanild1 (179). Ug boyutlu kiiltiir ortaminda
olusturulan sferoidler hem immunohistokimya caligmalar1 hem de genetik calismalar

i¢cin kullanilmistir.

Sivi iist tabaka yontemi i¢in; Sicak su igerisinde eritilmis %3 agar soliisyonu
(60°C) ve medyum (40°C) karisimi %4 oraninda hazirlandi ve kuyucuklara (6’11 kiiltiir

kaplar1 kullanildi.) bu karigimdan 1 ml konarak tiim yiizeyinin kaplanmas1 saglandi.
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Agarin donmasi i¢in kiiltiir kaplart 10 dk buzdolabinda 4°C’de bekletildi. Agarin

donmasini takiben iizerine 5 ml medyum eklendi.

Hiicreler doz inaktivasyon deneyinde bahsedilen hiicre toplama teknigiyle
toplandi ve her bir kuyucuga 1.000.000 hiicre ekildi. Hiicreler daha sonra 37 °C, %5
CO2 ve uygun miktarda nem ihtiva eden inkiibatore kaldirilarak giinlik 11k

mikroskobu incelemeleri ile sferoid olusum durumlari takip edildi.

Sferoidler 100-400 mikrona ulastiktan sonra immunohistokimyasal ¢aligmalar
icin 24., 48. ve 72. saat olarak ii¢ asamal1 deney planlani hazirlandi. Her bir agsama icin
hem K hem BA grubu iiger 6rnek olarak ¢alisildi. BA grubuna 100 pl borik asit
¢ozeltisi (doz belirleme deneyinde belirlenen konsantrasyonda), kontrol grubuna ise
ayn1 miktarda serum icermeyen medyum uygulandi. Ardindan ilgili siirelerin sonunda
sferoid takip islemleri ve farkli immunohistokimyasal boyamalarin gerektirdigi
islemler uygulandi (Sekil 18). Burada da sadece BrdU galismasina ait 6rneklere takip
islemi Oncesinde farkli bir prosediir uygulandi. BrdU i¢in takip edilecek sferoidler
oncelikle; ilgili stirenin sonunda kuyucuklarda 2 ml medyum kalacak sekilde fazla
medyum uzaklastirildi. Ardindan her bir kuyucuga 100’er pl BrdU ¢ozeltisi uygulandi
ve her 15 dk da bir ¢alkalanarak 1 saat 37 °C inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi sferoid
takip islemleri uygulandi.

Gen ekspresyon calismalari igin ise her biri ti¢ 6rnek iceren K ve BA olmak
tizere iki grup olusturuldu. BA grubuna 100 pl borik asit ¢ozeltisi (doz belirleme
deneyinde belirlenen konsantrasyonda), kontrol grubuna ise ayni miktarda medyum
uygulandi. 48. saatin sonunda sferoidler toplandi, takip islemleri uygulanmadan gen

ekspresyon ¢alismalari igin hazirland1 (Sekil 19).
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100 pl
FBS icermeyen
medyum
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100 pl
BA ¢ozeltisi

Sekil 18. immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in {i¢ boyutlu kiiltiir ortamimin
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hazirlanmasina ait deney semast.
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Sekil 19. Gen ekspresyon ¢alismalari i¢in ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminin hazirlanmasina

ait deney semasi.

Immunohistokimyasal boyamalar i¢in sferoid takip islemleri;

Sferoidler toplanarak santrifiij tiiplerine aktarildi. 1000 rpmi’da 1 dk
santrifiij edildi.
Stipernatant atildi. 1 ml PBS eklendi, inkiibatérde 15 dk bekletildi.

1000 rpmi’da 1 dk santrifiij edildi ve siipernatan atildi.

Pelete 1 ml %10 luk formaldehit eklenerek oda 1sisinda 30 dk sferoidler
fikse edildi.
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1000 rpmi’da 1 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilda.

Pelete 1 ml PBS eklendi. Pipetaj yapilarak sferoidler 1,5 ml’lik tiipe
aktarildu.

1000 rpmi’da 1 dk santrifiij edildi.

Stipernatan atildi. Pelet tizerine yumurta aki eklendi ve 3000 rpmi’da 5 dk
santrifiij edildi.

Pelet lizerindeki supernatanin bir kismi uzaklastirilarak %70’lik etil alkol

eklendi ve yap1 sertlesene kadar oda 1sisinda bekletildi.

Yeterli stire bekletilen ornekler 151k mikroskobik inceleme yapilabilmesi i¢in

asagidaki islemlerden gecirildi;

1,5 mI’lik tiip igerisinde sertlesen yapilar ¢ikarildi. Ardindan;

% 70’lik Alkolde 30 dk

% 90’hk Alkolde 30dk

% 96’k Alkolde 30dk 65°C etiivde

% 100’lik Alkolde 30 dk

% 100’lik Alkolde 30 dk

Ksilolde 45 dk oda 1sisinda

Parafinde 1 saat 65°C etiivde bekletildi

Erimis parafin igerisine gomiildii ve parafim bloklar elde edildi.

3.2.2. immiinohistokimyasal Calismalar

Iki boyutlu kiiltiirdeki immiinohistokimyasal galismalar &ncesinde yukarida

belirtilen yontemlerle kiiltiir ortamlar1 hazirlandi. Her bir immunohistokimyasal

boyama iglemi i¢in asagida belirtilen protokoller uygulandi.

Ug boyutlu kiiltiir ¢alismalarin dncesinde ise sferoidler yukarida anlatilan

yontemlerle olusturuldu, takip edildi ve parafin bloklar olusturuldu. Her bir

immunohistokimyasal inceleme dncesinde ilgili parafin bloktan, 4 mikron kalinliginda

kesitler elde edildi ve polilizinli lama alinarak gerekli boyama protokollerine gegildi
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3.2.2.1. Iki Boyutlu Kiiltiirde 5-Bromo-2-Deoksiiiridin (BrdU) ile

Immiinohistokimyasal Isaretleme

24.,48. ve 72. saatlerin sonunda hiicreler 1 saat BrdU ile 37°C’de inkiibe edildi.

Bu siirenin sonunda asagidaki protokol uygulandi;

Kuyucuklardaki medyum aspire edilerek atildu.

PBS ile 3 x 2 dk yikama yapild:.

Tespit islemi i¢in %70’lik etanol eklenerek, 4°C de 30 dk inkiibe edildi.
Endojen peroksidaz aktivitesini sonlandirmak ig¢in 10 dk metanol ile
hazirlanmis %3’liik hidrojen peroksit uygulandi.

Distile su ile 3 x 2 dk yikama yapildi.

Denaturasyon soliisyonundan yaklasik 100 ul damlatilan lameller, 30 dk
oda 1s1sinda inkiibe edildi.

PBS ile 3 x 2 dk yikand:.

100’er ul “Blocking” soliisyonu uygulandi ve 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi.

Yikama yapilmadan 100’er pl biyotinli fare anti-Brdu (primer antikor)
uygulandi, oda 1s1sinda 60 dk inkiibe edildi.

PBS ile 3 x 2 dk yikand.

Streptavidin peroxidase ile 5 dk bekletildi.

PBS ile 3 x 2 dk yikandi.

DAB (3,3’-Diaminobenzidine) kromojen sivisi hazirlanarak kesitlere
uygulandi ve 3 dk karanlik ortamda oda 1sinda inkiibe edildi.

Distile su ile 3 x 2 dk yikama yapildi.

Karsit boyama i¢in kit tarafindan saglanan hemotoksilen soliisyonu
kullanildi.

Kesitler alkol serileri ile dehidrate edildi.

Lamlar “Histamount” ile kapatildi. Isik mikroskobunda sayim yapilarak

isaretlenme oranlar1 belirlendi.
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3.2.2.2. Iki Boyutlu Kiiltirde Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
(Tdt) Mediated Nick-End-Labelling (TUNEL) Metodu

Bu islem i¢in “ApopTag Plus Peroxidase in situ apoptosis kit (Millipore)”

kullanild1. 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda su protokol uygulandi;

Fiksasyon i¢in kuyucuk i¢lerindeki medyum atildi

o PBS ile hazirlanan ve pH s1 7,4 olan %1°lik formaldehit eklenerek

10 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

o PBSile 2 x5 dk yikama yapildi.
2:1 oraninda etanol-asetik asit karisimi ile -20°C’de 5 dk bekletildi.
PBS ile 2 x 5’er dk yikama yapildi.
Endojen peroksidaz aktivitesinin nétralizasyonu igin %3’°liik hidrojen
peroksit ile oda 1sisinda 5 dk inkiibe edildi
PBS ile 2 x 5 dk yikama yapildi.
Kit igerigindeki “Equilibration Buffer” (dengeleme tamponu) 10 sn
uygulandi.
Lamellerin etrafindaki fazla siv1 aspire edildi.
Tdt reaksiyon enzimi eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
“Working Streght Stop/Wash Buffer” (reaksiyon sonlandirici yikama
tamponu) ile 10 dk inkiibe edilerek reaksiyon sonlandirildi.
PBS ile 3 x 2 dk yikama yapildi.
Kurutma kagidi ile fazla sivi1 uzaklastirildi.
Anti-digoxigenin peroksidaz ile 30 dk oda 1sisinda bekletildi.
PBS ile 3 x 2 dk yikama yapild:.
Yeterli miktarda peroksidaz substrat sivisi eklenen kesitler 5 dk oda
1s1isinda nemli kabin igerisinde bekletildi.
Distile su ile yikama yapildi.
Zit boyama i¢in %0,5’lik metil green ile uygulandi.
Ksilende dehidrate edilen kesitler kapama sivisi ile kapatildi. Isik

mikroskobunda sayim yapilarak isaretlenme oranlari belirlendi.
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3.2.23. Iki Boyutlu Kiiltiirde Kaspaz 3 ile Immiinohistokimyasal

Isaretleme

24., 48. ve 72. saatlerin sonunda su protokol ugulandi;

Kuyucuklardaki tist medyum aspire edildi.

1 ml PBS eklendi, 37°C etiivde 15 dk inkiibe edildi.

PBS atildiktan sonra %70 etanolde 4°C’de 30 dk fiksasyon yapildi.

Alkol uzaklastirildi, PBS’te 10 dk bekletildi.

PBS atilarak metanolde hazirlanmis %0,5 H202’de 10 dk inkiibe edildi.

3 x 5 dk distile su ile yikama yapildi

30 dk 4 N HCI’de inkiibe edildi.

3 x 3 dk PBS ile yikand.

Ultra-V-block uygulanarak 20 dk bekletildi.

1 saat primer antikorda, nemli ortamda oda 1s1sinda tutuldu.

PBS ile 3 x 3 dk yikama yapildi.

Sekonder antikor ile (Biotinylated Goat Anti-Mouse) 20 dk inkiibe edildi.
PBS ile 3 x 3 dk yikama yapild:.

Streptavidin peroksidaz uygulanarak 20 dk bekletildi.

PBS ile 3 x 3 dk yikama yapildi.

Substrat-kromojende (DAB) 5 dk karanlikta bekletildi

Distile su ile yikama yapildi.

Mayer Hematoksilen ile zemin boyas1 yapildi

Kesitler cesme suyunda 20 dk morarmaya birakildi.

Son olarak 6rnekler kapatici (Ultramount) ile kapatildi. Isik mikroskobunda

sayim yapilarak isaretlenme oranlar1 belirlendi.

3.2.2.4. iki Boyutlu Kiiltiirde AIF ile Inmiinohistokimyasal isaretleme

Bu islem de kaspaz 3 ile boyamadaki protokole benzer sekilde gergeklestirildi.

Farkli olarak primer antikor uygulamasi basamaginda AIF primer antikoru kullanildi.
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3.2.25. U¢ Boyutlu Kiiltirde 5-Bromo-2-Deoksiiiridin (brdU) ile

Immiinohistokimyasal Isaretleme

24, 48 ve 72. saatler i¢in ayr1 ayr1 lamlara almman kesitlere su islemler

uygulandi;

Deparafinizasyon islemi i¢in lamlar

o 5’er dk 2 degisim ksilende tutuldu

o  %30’luk H202 ve metanol ile hazirlanan soliisyon ile 10 dk inkiibe

edildi.

3 x 2 dk PBS ile yikama yapildi.
Kit igerigindeki denaturasyon soliisyonu kesitler tizerine uygulandi, oda
1s1sinda 30 dk inkiibe edildi
3 x 2 dk PBS ile yikama yapildi
Yine kit igerigindeki block soliisyonu ile 10 dk inkiibe edildi.
Yikama yapilmadan soliisyon kurutma kagidi ile uzaklastirildi.
Biotinli Mouse anti-Brdu antikoru damlatilarak 60 dk oda 1sisinda inkiibe
edildi
PBS ile 3 x 2 dk yikama yapild1
Streptavidin-Peroksidaz uygulanarak 10 dk oda 1sisinda inkiibe edildi,
PBS ile yikama yapildi.
DAB kromojen-substrat karigimi ile 5 dk karanlik ortamda inkiibe edildi.
Distile su ile yikama yapild1
Hematoksilen ile zit boyamasi yapildi
Alkol serilerinden gegirilerek kesitler dehidrate edildi
Ksilen ile seffaflagtirma yapildi
Kesitler Histomount ile kapatildi. Isik mikroskobunda incelenerek

isaretlenme oranlar1 belirlendi.
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3.2.2.6. U¢ Boyutlu Kiiltirde Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
(Tdt) Mediated Nick-End-Labelling (TUNEL) Metodu

24., 48. ve 72. saatler icin ayr1 ayr1 lamlara alinan kesitlere su islemler

uygulandi;

Deparafinizasyon islemi i¢in lamlar
o 3x5dk ksilolde bekletildi.
o 2 x5 dk absolu etanolde tutuldu.
o Sirasi ile %96’lik ve %70’lik etanolde 3’er dakika bekletildi.
PBS ile 5 dk yikama yapildi.
Kesitler sitrat tamponuna alinarak, mikrodalgada 600 watt giiciinde 1 dk
1s1t1ld1, sogumasi igin yeteri kadar beklendi.
Soguyan kesitler PBS ile yikandi.
%3’lik H20z2 ile 5 dk muamele edildi.
2 x 5 dk PBS ile yikama yapildi.
Kesitlere kit i¢erigindeki “Equilibration Buffer” uygulandu.
TdT enzimi uygulanarak 1 saat, 37°C’lik etiivde bekletildi.
Kit igerigindeki “working streng/ stop wash buffer” uygulandi, 10 dk oda
1s1sinda bekletildi.
3 x 1dk PBS ile yikama yapildi
Antidioksigenin konjugatinda 30 dk bekletildi.
4 x 2 dk PBS ile yikama yapildi.
DAB kromojen substart karigimi ile yeterli siire karanlikta bekletildi.
Kesitler mikroskop altinda kontrol edildi.
3 x 1 dk distile su ile yitkama yapildi.
Zit boyama i¢in 5 dk metil green uygulandi
3 x 1 dk distile su ile yikama yapildi.
N-biitanol ile yikama yapildu.
N-biitanol de 30 sn tutuldu
Kesitler ksilende seffaflastirildi
Lamlar “Histomount” ile kapatildi. Isik mikroskobunda incelenerek,

isaretlenme oranlar1 belirlendi.
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3.2.2.7. U¢ Boyutlu Kiiltirde Kaspaz 3 ile Immiinohistokimyasal

Isaretleme

24., 48. ve 72. saatler icin ayr1 ayr1 lamlara alinan kesitlere su islemler

uygulandi;

Deparafinizsayon islemi i¢in lamlar
o 3 x5dk ksilol ile muamele edildi
o 2 x5 dk absolu etanolde tutuldu
o Sirast ile %96’lik ve %70’lik etanolde 5’er dk tutuldu.
PBS de 5 dk yikandi.
Sitrat tamponuna alinan kesitler, mikrodalgada 600 watt giiciinde 1 dk
1s1tild1 ve ardindan soguyana kadar oda 1sisinda bekletildi.
Soguyan kesitler, PBS ile yikandi.
%3’liikk H2O2 metil alkol soliisyonunda, 10 dk inkiibe edildi.
3 x 3 dk PBS ile yikandi.
4 N HCI’de 30 dk bekletildi.
3 x 3 dk PBS ile yikand.
Ultra V Blok uygulanan kesitler 20 dk bekletildi.
Kurutma kagidi ile lamlar kurutuldu.
Kaspaz 3 primer antikoru uygulamasi yapildi. Primer antikor uygulanan
kesitler nemli ortamda 4 °C’de 1 gece bekletildi.
3 x 3 dk PBS ile yikandu.
Sekonder antikor uygulanarak, 20 dk bekletildi.
3 x 3 dk PBS ile yikandu.
Streptavidin peroksidaz uygulanarak 20 dk bekletildi.
3 x 3 dk PBS ile yikand.
DAB kromojen-substrat karisimi hazirlandi, kesitlere uygulandi ve 20 dk
karanlik ortanda bekletildi.
5 dk distile su ile yikandi.
Hematoksilen ile zit boyama yapildi.
Boyanan kesitler ¢esme suyunda yikandi.

Etanol serilerinde dehidrate edildi.

72



e Kasilolde seffaflastirildi.
o Kaesitler “Histomount” ile kapatildi. Isik mikroskobunda incelenerek

isaretlenme oranlari belirlendi.

3.2.2.8. U¢ Boyutlu Kiiltiirde AIF ile Immiinohistokimyasal Isaretleme

24, 48 ve 72. saatler i¢in ayr1 ayri lamlara alinan kesitlere kaspaz 3 ile
immiinohistokimyasal isaretleme islemlerindeki protokol aynen uygulandi. Farkli

olarak, primer antikor uygulamasi asamasinda burada AIF primer antikoru kullanildi.

3.2.3. Hematoksilen Eozin Boyama

3.2.3.1. U¢ Boyutlu Kiiltiirde Hematoksilen Boyama

24., 48. ve 72. saatler i¢in ayr1 ayr1 lamlara alinan kesitlere hematoksilen-

eozin boyama i¢in su islemler uygulands;

e Deparafinizasyon i¢in (60°C’lik etiivde) 45 dk bekletildi
e Kailol I’de 20 dk tutuldu.
e Kailol 1I’de 20 dk tutuldu.
e Etano serilerilerinde bekletildi;
o %96’lik 10 dk
o %90’k 10 dk
o %80’lik 10 dk
o %70’lik 10 dk
e Distile suda 5 dk bekletildi.
e Hematoksilende 3 dk bekletildi.
e Cesme suyu 5 dk bekletildi, 2-3 tur akan suda yikandi.
e  %12’lik asit alkolden gegirildi.
e Cesme suyunda 5 dk bekletildi.
e Eozinde 2 dk bekletildi
e Cesme suyu 5 dk bekletildi; 2-3 tur akan suda yikandi
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%70- %80- %90 etanol serisinden gegirildi,
Ksilolde bekletildi.
Kesitler, entellan ile kapatildi. Isik mikroskobu altinda sferoid yapilart

incelendi.

3.2.4. Gen Ekspresyon Calismalari

3.2.4.1. iki Boyutlu Kiiltiirde Gen Ekspresyon Calismalari icin Hiicrelerin

Hazirhg:

Iki Boyutlu Kiiltiir Ortaminin hazirlanmasi bashigi altinda anlatilan yontem ve

deney plani gercevesinde 48. saatin sonunda hiicrelere gen ekspresyon calismalari

oncesindeki asagidaki islemler uygulandi;

Kiiltiir kab1 aseptik kosullarda laminar akim kabinine alindu.

Kuyucuklar igerisindeki medyum aspire edildi.

Ca/Mg icermeyen PBS ile yikama yapild.

3 ml tripsin EDTA soliisyonu uygulanarak, hiicreler inkiibatore kaldirildi.

Hiicrelerin zeminden ayrilislar1 kontrol edilerek yeterli siire inkiibe edildi.

Tripsin notralizasyonu i¢in 5 ml medyum eklendi.

Kuyucuklardaki hiicreler santrifiij tiiplerine aktarildi.

4000 rpmi’da 3 dk santrifiij edildi.

Siipernatan uzaklastirildi.

Kalan peletler iizerine 1’er ml dondurma medyumu eklenerek ayr1 ayr1 1,5
ml’lik tiiplere alindu.

Gen ekspresyon g¢aligsmalarinin yapilacagi merkeze transfer edilene kadar
ornekler -20°C’de saklandi, transfer islemi kuru buz igerisinde

gerceklestirildi.
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3.2.4.2. U¢ Boyutlu Kiiltiirde Gen Ekspresyon Calismalar I¢in

Hiicrelerin Hazirhg:

Ug boyutlu kiiltiir ortammin hazirlanmasi, bakimi ve takibi baslhig: altinda

anlatilan yontem ve deney plani cercevesinde 48. saatin sonunda hiicrelere gen

ekspresyon calismalar1 6ncesindeki asagidaki islemler uygulandi,

Kiiltiir kab1 aseptik kosullarda laminar akim kabinine alindu.

Sferoidler kuyucuklar igerisindeki siviyla birlikte aspire edilerek, santrifiij
tiiplerine aktarildu.

1000 rpmi’da 1 dk santrifiij edildi.

Supernatan uzaklastirildu.

Sferoidler tizerine 1’er ml dondurma medyumu eklenerek ayri ayr1 1,5
ml’lik tliplere aktarildi.

Gen ekspresyon galismalarinin yapilacagi merkeze transfer edilene kadar
ornekler -20°C’de saklandi, transfer islemi kuru buz igerisinde

gerceklestirildi.

3.2.4.3. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, High Pure RNA Isolation Kit ile yapildi. Oncelikle kit

icerigindeki sari etiketli soliisyonlarda 6n hazirlik yapidi. Liyofilize haldeki DNaz 0.55

ml Elution Buffer eklenerek 0.5 ml’lik tiiplere paylastirildi. Yikama tamponu I igine

20 ml, yikama tamponu II igine ise 40 ml absolute etanol eklenerek hazirlandi.

RNA izolasyon protokolii agagidaki gibi uygulandi,

Toplanan hiicreler 200 pl nukleaz igermeyen su ile sulandirildi.
Pelet hafifce vurarak siispanse edildi.
400 pl lizis/baglayici tamponu eklendi ve 15 sn vortekslendi.

Ornek say1s1 kadar toplama ve filtre tiipleri hazirlands, filtreli tiipler

toplama tiiplerine gegirildi.

Yaklasik 700 pl hacmindeki tiim karisim filtreli tiiplere aktarildi.
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e 8000 x g’de 15 sn santrifiij edildi.

e Toplama tiiptindeki s1v1 dokiildii ve filtreli tiip tekrar ayni toplama tiipiine
yerlestirildi.

e Ayrn bir 1,5ml lik tiipe, her drnek icin 90 pl DNaz inkiibasyon Tamponu
ve 10 ul DNaz eklendi ve pipetle karistirildi. Ardindan her tiipe 100’er pl
dagitildi.

e 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Her tiipe 500 pl yikama tamponu | eklendi ve ardindan 8000x g’de 15sn
santrifiij edilidi.

e Toplama tiipti dokiildii ve filtreli tiip ayn1 toplama tiipiine yerlestirildi.

e Her tiipe 500 pl yikama tamponu II eklendi ve 8000x g’de 15 sn santrifiij
edildi.

e Toplama tiipiindeki s1v1 dokiildii ve filtreli tiip yerlestirildi.

e Wash buffer kalintilarinin gidermek i¢in; her tiipe 200 ul Wash Bufferll
eklendi ve 2dk en yiiksek hizda (13000x g’de) santrifuj edilidi.

e Toplama tiipleri atildi ve filtreli tiipler 1.5 ml’lik steril tiiplere alindu.

e Her tiipe 50 pl ayirma tamponu eklendi. 1dk 8000 rpmi’da santrifiij
edildi.

e Filtreli tiipler atild1 ve 1,5 mI’lik tiipte icinde RNA elde edildi.

Izolasyonun  ardindan ~RNA  konsantrasyonlart  spektrofotometrik
(Nanodrop2200) yontemle o6l¢iildii. Bu amagla; elde edilen RNA orneklerinin
konsantrasyonu ve safliklar1 260 ve 280 nm dalga boylarinda absorbanslarinin
olgiilmesiyle belirlendi. izole edilen RNA’larin safligt 260 nm ve 280 nm’deki
absorbanslariin orani ile tespit edildi, ideal safliktaki kaliteli RNA nin Azeo / Azgo
absorbans oranini 1,8-2,0 olarak belirlendi. Genel olarak reaksiyon basina 50 ng total
RNA’nin ortalama diizeyde ifade edilen mRNA tespitinde yeterli olacagi

distiniilmektedir.
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3.2.4.4. cDNA Sentezi

cDNA sentezi igin “Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit”
kullanilda.

Her 6rnek i¢in RNA+H20’dan 10 pl konuldu ve 2 ul random heksamer

primer ve 1 ul oligo dT primer eklendi.

RNA 06rnegi 10 pul
Oligo dT primer 1 ul
Random heksamer primer 2 ul
Toplam 13 pl

Tiipler PCR cihazina yerlestirildi.
65 °C’de 10 dk RNA’lar denatiire edidi.
Ardindan her bir 6rnek i¢in asagida belirtilen miktarlar baz alinarak ana

karisim hazirlandi.

Tek Reaksiyon i¢in
Reaksiyon Tamponu 4 ul
Koruyucu RNaz Inhibitorii 0,5 pl
Deksiniikleotit Kargimi1 2 ul
Transkriptor Ters Transkriptaz 0,5 ul
Toplam 7 ul

PCR cihazindan alinan 6rnekler sogutma kabina yerlestirildi.

Her tiipe 7 pl hazirlanan karisimdan dagitildi ve pipetle 3-4 kez
karistirildi.

Tiipler PCR cihazina yerlestirildi ve asagidaki hazirlanmis program

calistirildi.
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25°C’de 10 dk
50 °C’de 60 dk
85°C’de 5dk
4°C’de bekleme

e Elde edilen cDNA’lar tizerine 80 ul su eklendi.

3.2.4.5. Ger¢ek Zamanh PCR (qRT-PCR)

e Elde edilen cDNA’lar, hazir paneller kullanilarak ve asagidaki miks ve
cihaz protokolleri ile LightCycler 4801l cihazi ile ¢aligildi.
e Cihaz protokolii su sekilde diizenlendi (Tablo 9);

Tablo 9. Gergek Zamanli PCR cihaz protokolii.

Program Denatiirasyon Amplifikasyon Sogutma
Parametre
Analiz modu Yok Kuantifikasyon modu Yok
Dongii 1 95 1
Hedef [°C] 95 95 60 72 40
Siire [sa:dk:sn] 00:10:00 00:00:10 00:00:30 00:00:01 00:00:30
Ramp. orani [°C/s] 20 20 20 20 20
Acquisition Mod Yok Yok Yok Tek Yok

e Gergek zamanli PCR karigimi hazirlanisi,
o “Roche FastStart Essential DNA Probes Master” ve “RealTime

ready Apoptosis Panel, Human 96 Gene” kullanilarak hazirlandi.

Tek Reaksiyon icin 96 rxn icin
Niikleaz igermeyen Su 9.0 ul 900 pul
cDNA 1.0 ul 96 ul
Enzim ve dNTP karisimi 10 pl 1000 pl
Toplam 20 ul 1996 ul
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o Reaksiyon tiipiinde, tek bir reaksiyon i¢in reaktiflerin her birinden
eklendi ve reaksiyon sayisi kadar konup, reaksiyon karigimi
hazirlandi.

o Karisim spin edildi ve ¢alisma paneline her bir kuyucuk i¢in 20 ul
reaksiyon karisimindan transfer edildi. Paneldeki apoptotik yolakla
iliskili genler, referans genler, RT pozitif ve RT negatif kontrol
genlerinin yerlesimleri sekil 24°de goriilmektedir (Sekil 20).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

DFFA | DIABLO | endoG FADD | FAM96A | FAM96B FAS FASLG | HMGB1 HRK | HSP90B1| HTRA2

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
AKT1 APAF1 AVEN BAD BAG1 BAK1 BAX BBC3 BCL2 BCL2L1 | BCL2L10 | BCL2L11
B 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
BCL2L13 | BCL2L2 BID BIK BIRC2 BIRC3 BIRC5 BOK CAD CASP1 | CASP10 | CASP12
c 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
CASP14 | CASP2 | CASP3 | CASP4 | CASP5 | CASPs | CASP7 | CASP8 |CASP8AP2| CASP9 | CFLAR | CRADD
D 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
E

49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
LRDD MCL1 NFKB1 | NFKB2 NGFR | PMAIP1 PTEN REL RELA RELB SOCS2 | SOCS3

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72
F | STAN STAT5A | STAT5B TNF  |TNFRSF10[TNFRSF10|TNFRSF10|TNFRSF10[TNFRSF11{TNFRSF1IA[TNFRSF1B TNFRSF21
A B c D B

G 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84
TNFRSF25| TNFSF8 | TNFSF10 | TNFSF11 TP53 TP53I3 TRAF1 TRAF2 TRAF3 TRAF5 TRAF6 TRAF7

H 85 86 87 88 89 90 91 94
ACTB B2M GAPDH | HPRT1 | RPL13A 185 YWHAZ RT+ RT+ RT+
H1-H7:  Reference genes

H8 - H10:  RT positive control
B H11-H12: RT minus control

Sekil 20. RealTime Ready Human Apoptosis Panel 96 genlerin yerlesimi.

o Hazirlanan plateler (karisim ilave edildikten sonra) soguk bloktaki adaptorleri

ile birlikte 2000 rpm’ de 15 sn santrifiij edildi.

3.2.4.6. Analiz

Gen ekspresyon diizeylerinin hesaplanabilmesi icin; Oncelikle 6rneklerden
RNA izolasyonu gergeklestirildi. Ardindan RNA’lar gercek zamanli PCR metodunda
kullanilacak olan cDNAlara gevrildi ve gergek zamanli PCR ¢alismasma gegildi.
Gergek zamanli PCR islemi esnasinda cihazin yazilimi tarafindan elde edilen
amplifikasyon egrileri aracilif ile; floresan 1s1manin bir esik diizeye ulastig1 “cycle
time” (Cr-siklus zamani) belirlendi. Bu Ct degeri orijinal 6rnekteki 6zel niikleik asit

dizisinin miktar ile ters orantilidir. Hem goreceli hem mutlak gen ekspresyonunun
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kantitasyonunda bu C+ degerinden yararlanir. Mitkemmel etkin bir PCR siirecinde, her
siklusta amplifiye edilen iiriin miktar1 iki katina ¢ikar (180). Orneklerin Ct degerleri
arasindaki farkin 1 olmasi daha diisiik Ct degerine sahip 6rnegin, diger 6rnege kiyasla
hedef dizi miktarini iki katina ¢ikardigini géstermektedir. Bu Ct degerleri arasindaki
fark 2 olursa 4 kat, 3 olursa 8 kat hedef dizi miktarinda artis olugunu gosterir. Yani

formiileze edilirse;
Cr degerindeki degisim (A Ct) = 2722 kat kadar degisim.

Gergek zamanli PCR’dan elde edilen verinin degerlendirilmesinde mutlak veya
goreceli ekspresyon diizeylerini gosteren c¢esitli yontemler bulunmaktadir. Mutlak
ekspresyon degerleri standart bir egriden elde edilen verileri kesin kopya sayilarina
cevirir ve veri sonugta her bir hiicre icin kopya sayis1 olarak verilir. Goreceli
kantitasyonda ise ger¢ek zamanlt PCR verisi i¢ kontrol olarak adlandirilan bir genle
kiyaslanarak verilir. Yani burada degismez bir kontrol genine kiyasla ilgilenilen bir
genin kararli durumundaki degisiklik diizeyleri olgiiliir. “Housekeeping” genler
deneysel Kkosullara bagh olarak degisim beklenmeyen genlerdir ve uygun birer ig
standart olarak kullanilir (siklofilin, gliseraldehit-3fosfat dehidrojenaz, ribozomal
protein 34B4, B-aktin, transferrin reseptorii vd. gibi). Goreceli gen ekspresyonunun

olusturulmasinda seneler icerisinde ¢ok sayida yontem gelistirilmstir.

Bunlardan en ¢ok kullanilan1 karsilastirmali Ct metodudur ki 224" metodu
olarak da bilinir. Bu yontemin en 6nemli avantaji kullanim kolaylig1 saglamasi ve
ekspresyon degisim verilerini “kat degisimi” olarak sunmasidir (181).

Kat Degigimi = 2724¢T

Bu denklem formu iki farkli 6rnekteki gen ekspresyonlarini karsilagtirmak i¢in
kullanilabilir (Ornek A, Ornek B); her érnek bir i¢ kontrol genine gére kiyaslandiktan
sonra. Ornegin burada érnek A etken madde uygulanan grubu, rnek B ise kontrol

grubu tiyesi olabilir. Bu durumda formiile ayrintili bakacak olursak;

2°AACT = [(CT ilgilenilen gen — CT kontrol geni) 6rnek A — (CT ilgilenilen gen
— CT kontrol geni) 6rnekB]

Kat degisim sonuglarinin istatiksel olarak degerlenderilmesi ile bu degisimlerin

anlamlhilig1 belirlenir. Buna gore; elde edilen degerin 2’den biiyiik olmasi gen
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ekspresyonunun anlamli derecede artigini, 2’den kiiciik olmasi ise anlamli derecede

azaldigini gosterir.

Kitte yer alan apoptotik yolakla iliskili genler ve referans genlere ait
aciklamalar tablo 10°da goriilmektedir (Tablo 10).

Tablo 10. RealTime Ready Human Apoptosis Panel 96 genler ve agik adlari.

Pozisyon Sembol Gen Acik Adi Tirkge karsiligi/gevirisi

Al AKT1 RAC-alpha serine/threonine- RAC-alfa serin/treonin-
protein kinase protein kinaz

A2 APAF1 Apoptotic protease-activating Apoptotik proteaz-aktive
factor 1 (Apaf-1). edici faktor 1

A3 AVEN Cell death regulator Aven. Hiicre 6lim diizenleyicisi

Aven.

A4 BAD BCL2 antagonist of cell death Hiicre 6liimiiniin BCL2
(BAD) antagonisti

A5 BAG1 BAG family molecular BAG ailesi molekiiler
chaperone regulator 1 (BCL- saperon diizenleyici 1
2associated athanogene 1)

Ab BAK1 BCL-2 homologous BCL-2 homologu
antagonist/killer (Apoptosis antagonist/oldiirticti
regulator BAK)

A7 BAX Apoptosis regulator BAX. Apoptoz diizenleyici BAX.

A8 BBC3 BCL-2-binding component 3 BCL-2-baglayici
(p53 up-regulated modulator of komponent 3 (apoptozun
apoptosis) p53 tarafindan up-reguliile

edilen diizleyicisi)

A9 BCL2 Apoptosis regulator BCL-2. Apoptoz diizenleyici BCL-

2.

Al0 BCL2L1 Apoptosis regulator BCL-X Apoptoz diizenleyici BCL-

(BCL-2-like 1 protein). X (BCL-2-benzeri protein
1).

All BCL2L10 Apoptosis regulator BCL-B Apoptoz diizenleyici BCL-

(BCL-2-like 10 protein) B (BCL-2-benzeri protein
10)

Al2 BCL2L11 BCL-2-like protein 11 (BCL2- BCL-2-benzeri protein 11
interacting mediator of cell (hiicre 6limiiniin BCL 2
death). ile etkilesime giren

aracist).

B1 BCL2L13 BCL-2-like 13 protein (Protein BCL-2-benzeri protein 13
MIL1 (Mil1 Proteini)

B2 BCL2L2 Apoptosis regulator BCL-W Apoptoz diizenleyicisi
(BCL-2-like 2 protein). BCL-W (BCL-2-benzeri

protein 2).

B3 BID BH3-interacting domain death BH3-etkilesim alani 6liim
agonist (BID) agonisti (BID)

B4 BIK BCL-2-interacting killer BCL-2-etkilesimli

(Apoptosis inducer NBK)

oldiiriicii (Apoptoz uyarici
NBK)
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Pozisyon Sembol

Gen Acik Adi

Tiirkge karsiligi/gevirisi

BS

B6

B7

B8

B9

B10
B11
B12

C1
Cc2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9

C10

Cl1

C12

D1

D2

D3

D4

D5

BIRC2

BIRC3

BIRC5

BOK

CAD
CASP1
CASP10
CASP12

CASP14
CASP2
CASP3
CASP4
CASPS
CASP6
CASP7
CASP8
CASP8AP2

CASP9

CFLAR

CRADD

DFFA

DIABLO

ENDOG

FADD

FAM96A

Baculoviral 1AP repeat-
containing protein 2 (Inhibitor of
apoptosis protein 2)

Baculoviral 1AP repeat-
containing protein 3 (Inhibitor of
apoptosis protein 1)

Baculoviral 1AP repeat-
containing protein 5 (Apoptosis
inhibitor survivin)
BCL-2-related ovarian killer
protein (Hbok).

CAD protein

Caspase-1 precursor

Caspase-10 precursor

Inactive caspase-12 (CASP-12).

Caspase-14 precursor
Caspase-2 precursor
Caspase-3 precursor
Caspase-4 precursor
Caspase-5 precursor
Caspase-6 precursor
Caspase-7 precursor
Caspase-8 precursor
CASP8-associated protein 2

(FLICE-associated huge protein).

Caspase-9 precursor

CASP8 and FADD-like
apoptosis regulator precursor
(Cellular FLICE-like inhibitory
protein)

Death domain-containing protein
CRADD (Caspase and RIP
adapter with death domain)

DNA fragmentation factor
subunit alpha (DNA
fragmentation factor 45 kDa
subunit)

Diablo homolog, mitochondrial
precursor (Second mitochondria-
derived activator of caspase)

Endonuclease G, mitochondrial
precursor

Protein FADD (FAS-associated
death domain protein)
UPF0195 protein FAM96A.

Bakuloviral IAP tekrarlari
tasiyan protein 2 (apoptoz
inhibitdr protein 2)
Bakuloviral IAP tekrarlar
tasiyan protein 3 (apoptoz
inhibitdr protein 1)
Bakuloviral IAP tekrarlar
tasiyan protein 5 (Apoptoz
inhibitdr survivin)
BCL-2-iliskili overyan
oldiiriicli protein (Hbok).
CAD proteini

Kaspaz 1 onciisti

Kaspaz 10 onciisii

Inaktif kaspaz 12 (CASP-
12).

Kaspaz 14 onciisii

Kaspaz 2 onciisii

Kaspaz 3 onciisii

Kaspaz 4 onciisti

Kaspaz 5 onciisti

Kaspaz 6 onciisii

Kaspaz 7 onciisti

Kaspaz 8 onciisii
CASP8-iligkili protein 2
(FLICE-iligkili dev
protein).

Kaspaz 9 onciisii

CASP8 ve FADD-benzeri
apoptoz diizenleyici 6ncii
(Hticresel FLICE-benzeri
inhibitor protein)

Oliim alani-tasiyan protein
CRADD (Oliim alanina
sahip Kaspaz ve RIP
adaptorii)

DNA fragmantasyon
faktor altbirimi alfa (DNA
fragmantasyon faktor 45
kDa altbirimi)

Diablo homologu,
mitokondriyal 6ncii (ikinci
mitokondri-kokenli kaspaz
aktivatorii)

Endoniikleaz G,
mitokondriyal 6ncii
Protein FADD (FAS-
iligkili 6liim alan1 proteini)
UPF0195 protein
FAMO96A.
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Pozisyon Sembol Gen Acik Adi Tiirkge karsiligi/gevirisi
D6 FAM96B UPF0195 protein FAM96B. UPF0195 protein
FAMO96B.

D7 FAS Tumor necrosis factor receptor Tiimdr nekroz edici faktor
superfamily member 6 precursor  reseptdr list ailesi tiyesi 6
(FASLG receptor) onciisii (FASLG reseptorii)

D8 FASLG Tumor necrosis factor ligand Tiimdr nekroz edici faktdr
superfamily member 6 (Fas ligand tist ailesi tiyesi 6
antigen ligand) (Fas antijen ligand)

D9 HMGB1 High mobility group protein B1 ~ Yiiksek mobilite grubu
(High mobility group protein 1)  protein B1 (yiiksek

mobilite grup protein 1)

D10 HRK Activator of apoptosis harakiri Apoptoz harakirinin
(Neuronal death protein DP5) aktivatorii (Noronal 6lim

proteini DP5)

D11 HSP90B1 Endoplasmin precursor (Heat Endoplazmin 6nciili (Isi-
shock protein 90 kDa beta sok protein 90 kDa beta
member 1) tiyesi 1)

D12 HTRA2 Serine protease HTRA2, Serin proteaz HTRAZ2,
mitochondrial precursor mitokondriyal dncii

El LRDD Leucine-rich repeat and death Losinden zengin tekrarlar
domain-containing protein (p53-  ve 6liim alani tasiyan
induced protein with a death protein (p53- tarafindan
domain) uyarilan 6lim alalina sahip

proteinin)

E2 MCL1 Induced myeloid leukemia cell Uyarilmis myeloid 16semi
differentiation protein MCL-1 hiicre farklilagsma proteini
(BCL-2- related protein MCL-1 (BCL-2- iligkili
EAT/MCL1) protein EAT/MCL1)

E3 NFKB1 Nuclear factor NF-kappa-B p105 Niiklear faktor NF-kappa-
subunit (DNA-binding factor B p105 altbirimi (DNA-
KBF1) baglayici faktor KBF1)

E4 NFKB2 Nuclear factor NF-kappa-B p100  Niiklear faktor NF-kappa-
subunit (DNA-binding factor B p100 altbirimi (DNA-
KBF2) baglayici faktor KBF2)

E5 NGFR Tumor necrosis factor receptor Tlimdr nekroz edici faktor
superfamily member 16 reseptor st ailesi tiyesi 16
precursor (Low- affinity nerve Onciisii (diistik afiniteli
growth factor receptor) sinir bitylime faktor

reseptorii)

E6 PMAIP1 Phorbol-12-myristate-13-acetate-  Forbol-12-miristat-13-
induced protein 1 (PMA-induced asetat-tarafindan uyarilan
protein 1) protein 1 (PMA-tarafindan

uyarilan protein 1)

E7 PTEN Phosphatidylinositol-3,4,5- Fosfatidilinositol-3,4,5-
trisphosphate 3-phosphatase and  trisfosfat 3-fosfataz ve cift
dual- specificity protein Ozgiilliige sahip protein
phosphatase PTEN fosfataz PTEN

E8 REL -Rel proto-oncogene protein (C-  Rel proto-onkogen protein

Rel protein).

(C-Rel protein).
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Pozisyon

Sembol

Gen Acik Adi

Tiirkge karsiligi/gevirisi

E9

E10

E1l

E12

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10

F11

F12

RELA

RELB

SOCS2

SOCS3

STAT1

STATSA

STATSB

TNF

TNFRSF10A

TNFRSF10B

TNFRSF10C

TNFRSF10D

TNFRSF11B

TNFRSF1A

TNFRSF1B

TNFRSF21

Transcription factor p65 (Nuclear
factor NF-kappa-B p65 subunit).

Transcription factor RelB (I-
Rel).

Suppressor of cytokine signaling
2 (SOCs-2)

Suppressor of cytokine signaling
3 (S0OCs-3)

Signal transducer and activator
of transcription lalpha/beta
(Transcription factor ISGF-3
components p91/p84).

Signal transducer and activator
of transcription 5A.

Signal transducer and activator
of transcription 5B.

Tumor necrosis factor precursor
(TNF-alpha)

Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 10A
precursor (Death receptor 4)

Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 10B
precursor (Death receptor 5)

Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 10C
precursor (Decoy receptor 1)

Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 10D
precursor (Decoy receptor 2)

Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 11B
precursor (Osteoprotegerin)

Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 1A
precursor (p60)

Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 1B
precursor (Tumor necrosis factor
receptor 2)

Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 21

Transkripsiyon faktor p65
(Niiklear faktor NF-kappa-
B p65 altbirimi).
Transkripsiyon faktori
RelB (I-Rel).

Sitokin sinyalinin
baskilayicisi 2 (SOCS-2)
Sitokin sinyalinin
baskilayicisi 3 (SOCS-3)
Sinyal doniistiiriicli ve
transkripsiyon aktivatorii
lalfa/beta (Transkripsiyon
faktor ISGF-3 bilesenleri
p91/p84).

Sinyal doniistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatorii
5A.

Sinyal doniistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatorii
5B.

Timor nekroz edici faktor
Onciisii (TNF-alfa)

Timdr nekroz edici faktor
reseptor alt ailesi iiyesi
10A onciilii (6liim
reseptorii 4)

Tiimér nekroz edici faktor
reseptor alt ailesi iiyesi
10B 6nciilii (61iim
reseptorii 5)

Timor nekroz edici faktor
reseptor alt ailesi iiyesi
10C 6nciilii (Tuzak
reseptor 1)

Timor nekroz edici faktor
reseptor alt ailesi iiyesi
10D o6nciilii (Tuzak
reseptor 2)

Tiumor nekroz edici faktor
reseptor alt ailesi iiyesi
11B onciili
(Osteoprotegerin)

Tiumor nekroz edici faktor
reseptOr alt ailesi liyesi 1A
onciilii (p60)

Tiimér nekroz edici faktor
reseptdr alt ailesi tiyesi 1B
onciilii (Timor nekroz
edici faktor reseptor 2)
Tiimér nekroz edici faktor
reseptor alt ailesi liyesi 21
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Pozisyon Sembol

Gen Acik Adi

Tiirkge karsiligi/gevirisi

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

G9

G10

Gl1

G12

H1

H2

H3

H4

H5

H6

TNFRSF25

TNFSF8

TNFSF10

TNFSF11

TPS53

TP53I3

TRAF1

TRAF2

TRAF3

TRAF5

TRAF6

TRAF7

ACTB

B2M

GAPDH

HPRT1

RPL13A

RN18S1

precursor (TNFR- related death
receptor 6)

Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 25
precursor (WSL-1 protein)
Tumor necrosis factor ligand
superfamily member 8 (CD30
ligand)

Tumor necrosis factor ligand
superfamily member 10 (TNF-
related apoptosis-inducing
ligand)

Tumor necrosis factor ligand
superfamily member 11
(Receptor activator of nuclear
factor kappa B ligand)

Cellular tumor antigen p53
(Tumor suppressor p53)
Putative quinone oxidoreductase

TNF receptor-associated factor 1
(Epstein-Barr virusinduced
protein 6).

TNF receptor-associated factor 2
(Tumor necrosis factor type 2
receptor-associated protein 3).

TNF receptor-associated factor 3
(CD40 receptorassociated factor
1)

TNF receptor-associated factor 5
(RING finger protein 84).

TNF receptor-associated factor 6
(Interleukin-1 signal transducer)

E3 ubiquitin-protein ligase
TRAF7
Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin)

Beta-2-microglobulin precursor

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase
60S ribosomal protein L13a

18S ribosomal RNA

onciilii (TNFR- iliskili
Oliim reseptorii 6)

Timor nekroz edici faktor
reseptor alt ailesi iiyesi 25
onciilii (WSL-1 protein)
Timor nekroz edici faktor
ligand alt ailesi {iyesi 8
(CD30 ligand)

Timor nekroz edici faktor
ligand alt ailesi iiyesi 10
(TNF-iligkili apoptoz-
uyarici ligand)

Tiimér nekroz edici faktor
ligand alt ailesi iiyesi 11
(Niiklear faktor kappa B
ligandinin reseptor
aktivatorii)

Hiicresel tiimor antijen p53
(Tiimor baskilayict p53)
Putatik kinon
oksidorediiktaz

TNF reseptor-iliskili faktor
1 (Epstein-Barr viriis
tarafindan uyarilan protein
6).

TNF reseptor-iligkili faktor
2 (Timor nekroz edici
faktor tip 2 reseptorii-
iligkili protein 3).

TNF reseptor-iligkili faktor
3 (CDA40 reseptorii-iliskili
faktor 1)

TNF reseptor-iligkili faktor
5 (RING finger protein
84).

TNF reseptor-iligkili faktor
6 (interlokin-1 sinyal
doniistlirticii)

E3 ubikuitin-protein ligaz
TRAF7

Aktin, sitoplazmik 1 (Beta-
aktin)
Beta-2-mikroglobulin
oncusu
Gliseraldehid-3-fosfat
dehidrojenaz
Hipoksantin-guanin
fosforibosiltransferaz

60S ribozomal protein
L13a

18S ribosomal RNA
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Pozisyon Sembol

Gen Acik Adi

Tiirkge karsiligi/gevirisi

H7 YWHAZ

(Tablo 10 devamui)

14-3-3 protein zeta/delta (Protein
kinase C inhibitor protein 1)

14-3-3 protein zeta/delta
(Protein kinaz C inhibitor
proteini 1)
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4. BULGULAR

4.1. Doz Belirleme Deneyi Bulgular:

Doz belirleme deneyi kapsaminda; deney planina uygun olarak 24., 48. ve 72.
saatlerin sonunda hiicreler toplanarak sayima hazir hale getirildi. Elde edilen hiicre
siispansiyonlarindaki canli hiicre sayisi tripan mavisi ile boyama ve ardindan
hemositometrede sayim yontemi ile belirlendi. Toplam hiicre sayilar1 kaydedilerek
yapilan degerlendirme sonrasinda; borik asit i¢in %50’sinin O6liimiine yol acan

ortalama doz degeri olan ICso degeri 75 mM olarak belirlendi (Sekil 21).
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2]
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*=d 400000
200000
0 — __8 2 8 ___ 8 __ 8 8 __ 8 ___8 ___§ _ - - I I S —

10mM 12,5mM 25mM 50mM 75mM 100mM

Hiicre Sa

Doz

H24-saat m48-saat ®m72-saat

Sekil 21. SW-480 Hiicreleri i¢in borik asit doz inaktivasyon grafigi.
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4.2. Tutunma ve Canlilik Deneyi Bulgulari

Borik asit grubuna 1Cso degeri olarak belirlenen 75 mM borik asit ve kontrol
grubuna da esit hacimde FBS icermeyen medyum verilmesinin ardindan 24., 48. ve
72. saatler sonunda yapilan hiicre sayimlarinda; tiim saatlerde kontrol grubuna kiyasla
BA grubunda hiicre sayisinda belirgin bir azalma oldugu goriilmiistiir (p <0,05).
Kontrol gruplarindaki hiicreler normal olarak ¢ogalmaya devam ederken, borik asit
SW-480 kolon kanser hiicrelerinin ¢ogalma ve canlilik yeteneklerini belirgin olarak
azaltmaktadir. (Sekil 22)

1200000
1000000
800000
600000

400000

Hiicre Sayisi

200000

m Kontrol m Borik Asit

Sekil 22. Zamana bagl hiicre ¢ogalma verileri.
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4.3. ki Boyutlu Kiiltiir Calismalar1 Sonuclari

43.1. iki Boyutlu Kiiltirde 5-Bromo-2-Deoksiiiridin (BrdU) ile

Immiinohistokimyasal Isaretleme Bulgular

10* SW-480 hiicresinin 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina lamelli ekimi sonrasi
deney planina uygun olarak 24., 48. ve 72. saatler sonunda BrdU ile yapilan
immiinohistokimyasal ¢alismada; tiim saatlerde kontrol grubunda ¢ok sayida, hiicre
dongiistiniin S fazinda bulunan hiicrenin BrdU ile isaretlendigi goriildii (Resim 1, 3, 5)
(Sekil 23).

75 mM BA uygulanan BA gruplarinda ise, tiim saatlerde kontrol grubuna
kiyasla BrdU isaretleme indekslerinde anlamli bir azalma (p <0,05) oldugu tespit
edildi (Resim 2, 4, 6) (Sekil 23).
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Sekil 23. iki boyutlu kiiltiirde BrdU isaretlenme grafigi.
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Resim 1. 24. saat kontrol grubu BrdU immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Olctim ¢ubugu = 100 um; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 pm.
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Resim 2. 24. saat BA grubu BrdU immunohistokimyasal boyamasi. (A) x20, 6lglim
cubugu = 100 um; (B) x40, 6l¢lim ¢ubugu = 50 um.

Resim 3. 48. saat kontrol grubu BrdU immunohistokimyasal boyamasi. (A) x20,
6l¢tim cubugu = 100 um; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 pm.
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Resim 4. 48. saat BA grubu BrdU immunohistokimyasal boyamasi. (A) x20, dl¢iim
cubugu = 100 um; (B) x40, dl¢lim ¢ubugu = 50 um.
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Resim 5. 72. saat kontrol grubu BrdU immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Olciim ¢ubugu = 100 pum; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 um.
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Resim 6. 72. saat BA grubu BrdU immunohistokimyasal boyamasi. (A) x20, 6lglim
cubugu = 100 pm; (B) x40, 6l¢tiim ¢ubugu = 50 pum.
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4.3.2. iki Boyutlu Kiiltiirde Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (Tdt)
Mediated Nick-End-Labelling (TUNEL) Metodu Bulgulari

10* SW-480 hiicresinin 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina lamelli ekimi sonrasi
deney planma uygun olarak 24., 48. ve 72. saatler sonunda TUNEL ile yapilan
immiinohistokimyasal c¢alismada; tiim saatlerde kontrol grubunda ¢ok zayif bir
boyanmanin oldugu, yani az sayida hiicrenin apoptoza gittigi goriildii (Resim 7, 9, 11);

(Sekil 24).

75 mM BA uygulanan BA gruplarinda ise; tiim saatlerde kontrol grubuna
kiyasla ¢ok fazla sayida hiicrenin TUNEL ile isaretlendigi yani, ¢ok sayida hiicrenin
apoptoza gittigi (p <0,05) tespit edildi (Resim 8, 10, 12); (Sekil 24).
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Sekil 24. Iki boyutlu kiiltirde TUNEL boyanma grafigi.
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Resim 7. 24. saat kontrol grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamasi.(A) %20,
Olctim ¢ubugu = 100 um; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 pm.

Resim 8. 24. saat BA grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20, 6l¢tim
cubugu = 100 um; (B) x40, dl¢iim ¢ubugu = 50 um.

Resim 9. 48. saat kontrol grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Olctim ¢ubugu = 100 um; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 pm.
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Resim 10. 48. saat BA grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Olctim ¢ubugu = 100 um; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 pum.

Resim 11. 72. saat kontrol grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Olctim ¢ubugu = 100 um; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 pum.

Resim 12. 72. saat BA grubu TUNEL immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Olciim ¢ubugu = 100 um; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 pum.
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4.3.3. iki Boyutlu Kiiltiirde Kaspaz 3 ile Inmiinohistokimyasal Isaretleme
Bulgular:

10* SW-480 hiicresinin 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina lamelli ekimi sonrasi
deney planina uygun olarak 24., 48. ve 72. saatler sonunda kaspaz 3 ile yapilan
immiinohistokimyasal c¢alismada; tiim saatlerde kontrol grubunda kaspaz 3 ile

isaretlenmenin ¢ok zayif oldugu goriildii (Resim 13, 15, 17); (Sekil 25).

75 mM BA uygulanan BA gruplarinda ise; tiim saatlerde kontrol grubuna
kiyasla ¢ok fazla sayida hiicrenin kaspaz 3 ile isaretlendigi (p <0,05) tespit edildi
(Resim 14, 16, 18); (Sekil 25).
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Sekil 25. ki boyutlu kiiltiirde kaspaz 3 ile isaretlenme grafigi.
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Resim 13. 24. saat kontrol grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Ol¢tim ¢ubugu = 100 um; (B) x40, 6l¢iim ¢gubugu = 50 um.

Resim 14. 24. saat BA grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Olciim ¢ubugu = 100 pum; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 um.
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Resim 15. 48. saat kontrol grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasi. (A) x20,
Olctim ¢ubugu = 100 pum; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 um.
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Resim 16. 48. saat BA grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Ol¢tim ¢ubugu = 100 um; (B) x40, 6l¢iim ¢gubugu = 50 um.
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Resim 17. 72. saat kontrol grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamast. (A) x20,
Olciim ¢ubugu = 100 pum; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 um.
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Resim 18. 72. saat BA grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Olctim ¢ubugu = 100 pum; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 um.
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4.3.4. iki Boyutlu Kiiltirde AIF ile Immiinohistokimyasal Isaretleme
Bulgular:

10* SW-480 hiicresinin 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina lamelli ekimi sonrasi
deney planina uygun olarak 24., 48. ve 72. saatler sonunda AIF ile yapilan
immiinohistokimyasal calismada; tiim saatlerde kontrol grubunda c¢ok az sayida

hiicrenin AIF ile isaretlendigi goriildii (Resim 19, 21, 23); (Sekil 26).

75 mM BA uygulanan BA gruplarinda ise; tiim saatlerde kontrol grubuna
kiyasla daha fazla sayida hiicrenin AIF ile isaretlendigi (p <0,05) tespit edildi (Resim
20, 22, 24); (Sekil 26).
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Sekil 26. iki boyutlu kiiltiirde AIF isaretlenme grafigi.
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Resim 19. 24. saat kontrol grubu AIF immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Ol¢tim ¢ubugu = 100 um; (B) x40, 6l¢iim ¢gubugu = 50 um.
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Resim 20. 24. saat BA grubu AIF immunohistokimyasal boyamasi. (A) x20, dlgiim
cubugu = 100 um; (B) x40, dl¢iim ¢ubugu = 50 um.

Resim 21. 48. saat kontrol grubu AIF immunohistokimyasal boyamasi.(A) %20, 6lgtim
cubugu = 100 um; (B) x40, dl¢iim ¢ubugu = 50 um.
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Resim 22. 48. saat BA grubu AIF immunohistokimyasal boyamasi. (A) x20, dl¢iim
cubugu = 100 um; (B) x40, dl¢lim ¢ubugu = 50 pum.
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Resim 23. 72. saat kontrol grubu AIF immunohistokimyasal boyamasi. (A) %20,
Olciim ¢ubugu = 100 pum; (B) x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 um.

Resim 24. 72. saat BA grubu AIF immunohistokimyasal boyamasi. (A) x20, 6lglim
cubugu = 100 um; (B) x40, dl¢iim ¢ubugu = 50 um.
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4.4. U¢ Boyutlu Kiiltiir Calismalari Sonuglar

4.4.1. U¢ Boyutlu Kiiltiirde Hematoksilen-Eozin Boyama Bulgular1 ve

Sferoid Morfolojisi degerlendirmesi

10° SW-480 hiicresinin, agar ile tutunma yiizeyi ortadan kaldirilan 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplarima ekimi ve ardindan; sferoid olusumu sonrasi deney planina uygun
olarak 24., 48. ve 72. saatler sonunda takibi yapilarak kesit alinan Ornekler
hematoksilen-eozin yontemi ile boyanarak incelendi. Sferoidlerin morfolojik olarak
yapilan degerlendirmesinde; tiim saatlerde kontrol grubunda sferoid morfolojilerinin
oldukga diizgiin oldugu goriildi (Resim 25A, 26A, 27A).

75 mM BA gruplarinda ise; tiim saatlerde kontrol grubuna kiyasla bir¢ok
sferoidin morfolojik olarak bozuldugu ve sferoidlerde daha fazla dejenerasyon

alanlariin bulundugu tespit edildi (Resim 25B, 26B, 27B).
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Resim 25. 24. Saat H-E boyamasi. (A) kontrol, (B) BA grubu. x40, 6l¢iim ¢ubugu =
50 pm.

Resim 27. 72. Saat H-E boyamasi. (A) kontrol, (B) BA grubu. x40, 6l¢iim ¢ubugu =
50 pm.
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44.2. U¢ Boyutlu Kiiltirde 5-Bromo-2-Deoksiiiridin (BrdU) ile

Immiinohistokimyasal isaretleme Bulgular

105 SW-480 hiicresinin, agar ile tutunma yiizeyi ortadan kaldirilan 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina ekimi ve ardindan; sferoid olusmu sonrasi deney planina uygun olarak
24, 48 ve 72. saatler sonunda takibi yapilarak kesit alinan 6rnekler BrdU yontemi ile
boyanarak, immiinohistokimyasal isaretlenme degerleri agisindan incelendi. Yapilan
degerlendirmede iki boyutlu kiiltiir sonuglari ile uyumlu olarak; tiim saatlerde kontrol
grubunda, ozellikle sferoidlerin perifer kisimlarindaki hiicrelerde daha yogun olmak
tizere ¢ok sayida hiicrenin BrdU ile isaretlendigi goriildi. (Resim 28A, 29A, 30A);
(Sekil 27).

75 mM BA gruplarinda ise iki boyutlu kiiltiir sonuglari ile uyumlu olarak; tiim
saatlerde kontrol grubuna kiyasla daha az sayida hiicrenin BrdU ile isaretlendigi tespit
edildi (Resim 28B, 29B 30B); (Sekil 27).
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Sekil 27. Ug boyutlu kiiltiirde BrdU isaretlenme grafigi.
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Resim 28. 24. Saat BrdU immiinohistokimyasal boyamasi.(A) kontrol, (B) BA grubu.
x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 pm.

Resim 29. 48. Saat BrdU immiinohistokimyasal boyamasi. (A) kontrol, (B) BA grubu.
x40, 6l¢tim ¢cubugu = 50 pm.

x40, 6l¢iim ¢cubugu = 50 pm.
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4.4.3. U¢ Boyutlu Kiiltiirde Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (Tdt)
Mediated Nick-End-Labelling (TUNEL) Metodu Bulgular:

105 SW-480 hiicresinin, agar ile tutunma yiizeyi ortadan kaldirilan 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina ekimi ve ardindan; sferoid olusmu sonrasi deney planina uygun olarak
24., 48. ve 72. saatler sonunda takibi yapilarak kesit alinan 6rnekler TUNEL yontemi
ile boyanarak, isaretlenme degerleri agisindan incelendi. Yapilan degerlendirmede iki
boyutlu kiiltiir sonuglari ile uyumlu olarak kontrol gruplarinda; tiim saatlerde ¢ok az
sayida hiicrenin TUNEL ile isaretlendigi goriilldi (Resim 31A, 32A, 33A); (Sekil 28).

75 mM BA gruplarinda ise iki boyutlu kiiltiir sonuglari ile uyumlu olarak; tiim
saatlerde kontrol grubuna kiyasla Ozellikle sferoidlerin perifer kisimlarindaki
hiicrelerde daha yogun olmak iizere ¢ok sayida hiicrenin TUNEL ile isaretlendigi tespit
edildi (Resim 31B, 32B, 33B); (Sekil 28).
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Sekil 28. Ug boyutlu kiiltirde TUNEL boyanma grafigi.
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Resim 31. 24. Saat TUNEL immiinohistokimyasal boyamasi. (A) kontrol, (B) BA
grubu. x40, 6l¢lim ¢ubugu = 50 pm.

Resim 32. 48. Saat TUNEL immiinohistokimyasal boyamasi. (A) kontrol, (B) BA
grubu. x40, 6l¢lim ¢ubugu = 50 pm.

Resim 33. 72. Saat TUNEL immiinohistokimyasal boyamasi. (A) kontrol, (B) BA
grubu. x40, 6l¢iim gubugu = 50 um.
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4.4.4. U¢ Boyutlu Kiiltiirde Kaspaz 3 ile Inmiinohistokimyasal Isaretleme
Bulgular:

105 SW-480 hiicresinin, agar ile tutunma yiizeyi ortadan kaldirilan 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina ekimi ve ardindan; sferoid olusmu sonrasi deney planina uygun olarak
24., 48. ve 72. saatler sonunda takibi yapilarak kesit alinan 6rnekler kaspaz 3 ile
immiinohistokimyasal olarak boyanarak, isaretlenme degerleri acisindan incelendi.
Yapilan degerlendirmede iki boyutlu kiiltiir sonuglar1 ile uyumlu olarak kontrol
grubuplarinda; tiim saatlerde ¢ok az sayida hiicrenin kaspaz 3 ile isaretlendigi goriildii
(Resim 34A, 35A, 36A); (Sekil 29).

75 mM BA gruplarinda ise iki boyutlu kiiltiir sonuglari ile uyumlu olarak; tiim
saatlerde kontrol grubuna kiyasla ozellikle sferoidlerin perifer kisimlarindaki
hiicrelerde daha yogun olmak {izere ¢ok sayida hiicrenin kaspaz 3 ile isaretlendigi
tespit edildi (Resim 34B, 35B, 36B); (Sekil 29).
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Sekil 29. U¢ boyutlu kiiltiirde Kaspaz 3 isaretlenme grafigi.
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Resim 35. 48. Saat kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamasi. (A) kontrol, (B) BA
grubu. x40, 6l¢lim ¢ubugu = 50 pm.

Resim 36. 72. Saat kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamasi. (A) kontrol, (B) BA
grubu. x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 pm.
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4.45. U¢ Boyutlu Kiiltiirde AIF ile immiinohistokimyasal Isaretleme
Bulgular:

105 SW-480 hiicresinin, agar ile tutunma yiizeyi ortadan kaldirilan 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina ekimi ve ardindan; sferoid olusmu sonrasi deney planina uygun olarak
24., 48. ve 72. saatler sonunda takibi yapilarak kesit alinan ornekler AIF ile
immiinohistokimyasal olarak boyanarak, isaretlenme degerleri acisindan incelendi.
Yapilan degerlendirmede iki boyutlu kiiltiir sonuglar1 ile uyumlu olarak kontrol
grubuplarinda; tiim saatlerde ¢ok az sayida hiicrenin AIF ile isaretlendigi goriildii
(Resim 37A, 38A, 39A); (Sekil 30).

75 mM BA uygulanan BA gruplarinda ise iki boyutlu kiiltiir sonuglar ile
uyumlu olarak; tiim saatlerde kontrol grubuna kiyasla 6zellikle sferoidlerin perifer
kisimlarindaki hiicrelerde daha yogun olmak tizere ¢ok sayida hiicrenin AIF ile
isaretlendigi tespit edildi (Resim 37B, 38B, 39B); (Sekil 30).
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Sekil 30. Ug boyutlu kiiltiirde AIF isaretlenme grafigi.
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Resim 37. 24. Saat AIF immiinohistokimyasal boyamasi. (A) kontrol, (B) BA grubu.
x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 pm.

Resim 38. 48. Saat AIF immiinohistokimyasal boyamasi. (A) kontrol, (B) BA grubu.
x40, 6l¢iim ¢ubugu = 50 pm.

Resim 39. 72. Saat AIF immiinohistokimyasal boyamasi. (A) kontrol, (B) BA grubu.
x40, 6l¢iim ¢cubugu = 50 pm.
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4.5. Gen Ekspresyon Cahsmalarinin Sonuclari

Kit ile yapilan RNA izolasyonu takiben elde edilen RNA’larin
konsantrasyonlar1 ve safliklar1 260 ve 280 nm dalga boylarinda o6lgiilerek
spektrofotometrik olarak belirlendi. izole edilen niikleik asitlerin tiim Orneklerde
yeterli konsantrasyonda ve ideal saflikta oldugu goriildi (A2eo/ A2go = 1,8-2,0); (Tablo
11).

Tablo 11. izole edilen niikleik asitlerin konsantrasyon ve saflik degerleri.

ORNEK NUKLEIK ASIiT KONSANTRASYONU 260/280
K 2B-1 130,3 1,86
K 2B-2 190,5 1,82
K 2B-3 130,6 1,83
BA 2B-1 150,9 1,95
BA 2B-2 170,6 1,95
BA 2B-3 260,7 1,92
K 3B-1 270,9 1,92
K 3B-2 280,8 1,94
K 3B-3 273,5 1,93
BA 3B-1 266,6 1,94
BA 3B-2 2412 1,92
BA 3B-3 259,2 1,95

Genetik analiz, doz belirleme deneyleri sirasinda borik asitin SW-480 hiicreleri
tizerine en etkin oldugu tespit edilen 48. saat i¢in yapildi. Cesitli apoptotik yolaklarda
yer alan birgok gen (7’si referans gen, 3’1 RT pozitif kontrol, 2 si RT negatif kontrol
olmak iizere toplam 96 gen); “RealTime Ready Apoptosis Panel, Human 96 Gene” kiti
ile 2 boyutlu (2B) kiiltiir ve 3 boyutlu (3B) kiiltiir igin ayr1 ayri ¢alisildi. Hem 2B hem
3B kiiltiirde kontrol ve borik asit gruplarina ait 6rnekelerden elde edilen sayisal Ct

degerleri; 22T yontemi ve Student t testi kullanilarak analiz edildi.

Kat degisimi (2**¢T) deney grubundaki normalize edilmis gen
ekspresyonlarmin (2CT), kontol grubundaki normalize edilmis gen ekspresyonlarina
(22€T) boliinmesiyle elde edilir. Kat degisimi degerinin istatistiksel analizi sonrasi
ortaya ¢ikan degerin 1’den biiyiik olmasi o genin ekspresyonundaki artisi, 1’den kiiciik

olmasi ise ilgili genin ekspresyonundaki azalmay1 gosterir. Bu analizler sonucunda;
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2B kiiltiirde kat degisim degerleri ve istatistiksel analizleri incelendiginde, Kitte yer
alan apoptotik yolaklarla ilgilli genlerden borik asit grubunda kontrol grubuna kiyasla
6 adet genin ekspresyon diizeylerinin anlamli sekilde arttig1 gézlenmistir (Tablo 12).

Tablo 12. Kat degisim degerlerinin istatistiksel analizine gore 2B kiiltirde, BA
grubunda ekspresyonu artan genler.

Kontrol Grubuna Kiyasla Borik Asit Grubunda
Ekspresyonu Artan Genler

Pozisyon . : K.at .degisimi.

(Kitteki Yerlesimi) Gen Sembolii |stat|st|k§el.anallz
degeri

Ad BAD 15,8711

All BCL2L10 27,7612

Al2 BCL2L11 5,6896

D12 HTRA2 12,7139

F4 TNF 8,388

G2 TNFSF8 14,2379

Sagilim grafiginde x ekseni ilizerinde deney (borik asit grubu) ve y ekseni
tizerinde kontrol grubundaki hedef genin ekspresyon degerleri belirtilmektedir. Paralel
cizgilerin yukarisinda kalan ve kirmizi olarak isaretlenen genler deney grubunda
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde ekspresyonu artan genleri géstermektedir
(Sekil 31).
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Sekil 31. 2B kiiltiir 48. saat BA ve kontrol gruplar1 ifade diizeyi degisimlerini
gosteren sagilim grafigi (scatter plot).

Kontrol grubu ve deney grubu arasinda ilgili genlerin ekspresyon seviyelerini
gosteren kiimeleme analizinde de borik asit grubunda c¢ok sayida genin kontrol
grubuna kiyasla ekspresyon diizeylerinin arttigt ancak sadece BAD, BCLZ2L10,

BCL2L11, HTRA2, TNF ve TNFSF8 genlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu goriilmiistiir (Sekil 32).
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Sekil 32. 2B kiiltiir grup kiimeleme grafigi.
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3B Kkiiltiirde ise, kat diizenlemesi degerleri incelendiginde; Kitte yer alan
apoptotik yolaklarla ilgilli genlerden borik asit grubunda, kontrol grubuna kiyasla 3

adet genin ekspresyon diizeylerinin anlamli sekilde arttig1 gézlenmistir (Tablo 14).

Tablo 13. Kat degisim degerlerinin istatistiksel analizine gére 3B kiiltiirde, BA
grubunda ekspresyonu artan genler.

Kontrol Grubuna Kiyasla Borik Asit Grubunda
Ekspresyonu Artan Genler

(kit teplgiz)lfiﬁcl)zsimi) Gen Sembolii Kat degisimi istatistiksel analiz degeri
E2 MCL1 4,3822
E8 REL 6,1546
F5 TNFRSF10A 5,7958

Sac¢ilim grafiginde x ekseni lizerinde deney (borik asit grubu) ve y ekseni
tizerinde kontrol grubundaki hedef genin ekspresyon degerleri belirtiimektedir. Paralel
cizgilerin yukarisinda kalan ve kirmizi olarak isaretlenen genler deney grubunda

kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde ekspresyonu artan genleri gdstermektedir
(Sekil 33).
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Sekil 33. 3B kiiltiir 48. saat BA ve kontrol gruplari ifade diizeyi degisimlerini
gosteren sagilim grafigi (scatter plot).

Kontrol grubu ve deney grubu arasinda ilgili genlerin ekspresyon seviyelerini
gosteren kiimeleme analizinde de borik asit grubunda cok sayida genin kontrol
grubuna kiyasla ekspresyon diizeylerinin arttig1 ancak istatiksel olarak sadece MCL1,
REL ve TNFRSF10A genlerinde istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir
(Sekil 34).
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Sekil 34. 3B kiiltiir grup kiimeleme grafigi.
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5. TARTISMA

Kanser ile olan savas, bireysel tip ve immunoterapi gibi gelecek vaad eden
caligmalarin da dahil oldugu ¢ok sayidaki aragtirmaya ragmen halen kazanilamamustir.
Genel olarak diinya niifusundaki yaslanma ve artan risk faktorleri ile birlikte kanser
prevelansi ve insidansi da artig gostermektedir. Kanserin 2015 yilinda, diinya ¢apinda
8,7 milyon insanin liimiine neden oldugu ve 6liim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci sirada yer aldig1 goriilmektedir. Diinya genelinde goriilme
siklig1 agisindan bakildiginda meme kanseri, akciger kanseri ve kolorektal kanserler
ilk ti¢ sirada yer alir (182). Biitiin kanser tiirleri arasinda kolorektal kanserler 6nemli
derecede mortalite ve morbiditeye sahiptir. 2015 yili diinya kanser verileri
incelendiginde 1,7 milyon insanin kolon kanserine yakalandigi, 832 bin kisinin ise bu
hastaliktan dolayr hayatin1 kaybettigi goriilmektedir. 1990’11 yillarin ortasindan
baslayarak kolorektal kanser insidans1 giderek artmakta ve 2035 yili itibari ile bu artsin
%80 oraninda olmasi beklenmektedir (183). Diinya verilerine paralel olarak,
tilkemizde de benzer bir tablo gériilmektedir. 2014 y1l1 verilerine gore, iilkemizde hem
kadin hem de erkeklerde en sik gozlenen kanser tiirleri arasinda kolorektal kanserler
tiglincii sirada yer almaktadir. Yine bu verilere gore kadinlarda ve erkeklerde 6zellikle
50’11 yaglardan itibaren kolon kanseri goriilme oranlarinda hizl bir artis goriilmektedir
(184). Bu tez ¢alismasi da 6nemli bir saglik sorununun tedavisinde kullanilabilecek,
yeni ve dogal bir ajan1 arastirmayi ve ayni zamanda bu patolojinin molekiiler

biyolojisini aydinlatacak verileri ortaya koymay: hedeflemektedir.

Kolorektal kanser olgularinin ¢ogu sporadiktir. Ancak %5-10’luk bir kisminda,
bilinen birtakim kanser iligkili gende mutasyonlara rastlanmaktadir. Bununla birlikte
bu hastalarin yaklasik %25’inde kolorektal kanser ile iliskili bir aile Oykiisii
bulunmaktadir (153). Giiniimiize kadar kolorektal kanser patogenezinde rol oynayan
molekiiler mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak normal kolon
epitelinin 6nce adenoma, sonra da karsinoma doéniistimiinde; kromozomal kararsizlik,
mikrosatellit kararsizlig1 ve epigenetik kararsizlik gibi ti¢ farkli mekanizmanin etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlardan en sik goriileni kromozomal kararsizliktir. Bu
durum kromozomal anormalliklere neden olan ¢ok sayida yapisal degisiklik nedeniyle

gerceklesir. Sonugta tiimor baskilayici genlerde kayip (APC, PTEN, TP53 gibi), temel
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onkogenlerde (KRAS, NRAS, BRAF, PIK gibi) degisiklikler ve bazi énemli sinyal
yolaklarinda aktivasyon (Wnt/B katenin, TGF B, EGFR, MAPK, PI3K gibi)
gozlenebilir. Ikinci siklikta goriilen mikrosatellit kararsizlig1 ise DNA yanlis eslesme
onarim genlerinde meydana gelen mutasyonlar nedeni ile olur. Bu mutasyonlar
sonucunda genom igerisinde yiizlerce defa tekrarlayan kisa diziler (mikrosatellit)
birikir. Mikrosatellit kararsizlig1 kalitsal ya da sporadik bir zeminde gelisebilir. Son
olarak epigenetik Kkararsizlikta ise hiicre genomunun metilasyon durumunda
degisiklikler goriilmektedir. Kanser6z olmayan hiicre genomu promoter olmayan
bolgelerde yaklasik %80-85 oraninda metillenmis CpG adalar1 igermektedir. Aksine
kanser hiicrelerinde promoter olmayan alanlarda genel bir hipo metilasyon ve 6zellikle

timor baskilayici genlerin promoter alanlarinda ise hiper metilasyon goriiliir (150).

Sporadik olarak goriilen kolon kanser vakalarinda baslica risk faktorleri; yas,
erkek cinsiyet, kolonik polip 6ykiisii ve ¢cevresel faktorlerdir (fazla kirmiz et tiikketimi,
yiiksek yagl diyet, yetersiz lif alim1, obezite, sedanter yasam tarzi, sigara, asir1 alkol
tilketimi gibi). Kalitsal vakalarda ise en sik Lynch sendromu olarak adlandirilan
herediter non-polipozis kolorektal kanser ve daha az siklikta ailesel adenamatoz
polipozis sendromu risk faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Lynch sendromundan
DNA yanlis eslesme onarim genlerinde, siklikla da MSH2 ve MLH1 genlerinde
meydana gelen kalitsal mutasyonlar s6z konusudur. Ailesel Adenomatdz Polipozis
Sendrom’larinda ise APC tiimor baskilayict genlerinde kalitsal mutasyonlar s6z
konusudur. Bu sendromlari tasiyan bireylerde, normal bireyle kiyaslandiginda

kolorektal kanser gelisme riski yaklasik iki-ii¢ kat kadar artmaktadir (185).

Kolon kanserinde tani1 ¢ogunlukla gesitli semptomlarla bagvuran hastalarda
yapilan incelemelerde veya kanser taramasi sirasinda konulmaktadir. Tikayici ya da
perfore edici kanser vakalari haricinde semptomlarin siiresi prognoz ile iliskili
degildir. Ciinkii erken evrelerde kolorektal kanserler cogunlukla semptomatik degildir
ve digkilama aligkanliklarinda degisiklik, abdominal rahatsizlik hissi, nedeni
bilinmeyen kilo kaybi, siirekli yorgunluk gibi goriilen genel semptomlarin ¢ogu da
0zgiil degildir. Bunlar haricinde fizik muayene sirasinda palpe edilebilen bir kitle sag
kolon kanserlerinde goriilebilir. Kanama ¢ogunlukla akut formda olup, diskiya bulasik
kirmizi kan seklinde goriilmektedir. Ayrica kronik olarak devam eden kanama ve buna

bagli olarak demir eksikligi anemisi de siklikla goriilmektedir. Bu hastalar kronik
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yorgunluk ve konjestif kalp yetmezligi semptomlari ile basvurabilirler. Daha az
oranlarda meydana gelen kanamalar ancak gaitada gizli kan testleri ile ortaya
cikarilabilir. Ileocekal valfin etkilendigi olgularda ise abdominal distansiyon ve
kabizlik semptomlar1 goriilebilir. Lokal olarak yayilmis rektal tiimorlerde ise

tenesmus, tiriner semptomlar ve perineal agr1 gozlenebilir (4).

Kolorektal kanserlerin kesin tanis1 semptomlardan siiphelenilen kisilere veya
kanser taramasi sirasinda bulgu tespit edilen bireylere uygulanan kolonoskopi veya
sigmoideskopi ve bu esnada siipheli lezyonlardan alinan biyopsilerinin patolojik
incelemesi sonucunda konulur. Bu yontem ile kesin tan1 koyulabilmesine karsin
stipheli olgularda oncelikle baryum enema grafisi, bir 6n arastirma yontemi olarak
veya kolonoskopi yapilamayacak durumdaki hastalarda tanisal amagli uygulanabilir
(185). Bunlar haricinde tan1 amagl serolojik bir belirtecin gelistirilmesi konusunda
caligmalar yiritilmis ancak, kolorektal kanserler igin 0zgiin bir belirteg
bulunamamustir. CEA bu ¢alismalarda en ¢ok tizerinde durulan belirteglerden biridir.
Asemptomatik hastalarda kolon kanserini tespit etme konusunda diisiik bir 6zgilinlige
sahip olsa da 6zellikle hastaligin evrelemesinde ve tedavi sonrasi takipte yararlidir.
Son c¢alismalar karbonhidrat yapida bir antijen olan CA19-9’un da o&zellikle
preneoplastik ve erken neoplastik lezyonlar i¢in 6nemli bir belirte¢ olabilecegini

gostermektedir (4).

Kolon kanserine yakalanan hastalarin sag kalim oranlarinda son zamanlarda
kismi bir artis s6z konusudur. Bu durum bir 6l¢iide erken tan1 oranlarindaki artisa ve
yeni gelistirilen tedavi yontemlerinin basarisina baglidir. Ancak bu tabloya ragmen
tan1 alan hastalarin 5 yillik sagkalim oranlar1 hala %60’ altindadir. Mevcut risk
faktorleri tanimlanmig olmasina ragmen tani alan hastalarin yaklagik %75’inde ileri
yas haricinde belirgin bir risk faktori tespit edilememektedir. Bu nedenle kolorektal
kanserler i¢in poplilasyon taramasi mortalite oranlarimi diisiirebilecek en 6nemli
secenek olarak goriilmektedir (185). Tarama prosediirii gaitada gizli kan testi,
sigmoideskopi, cift kontrast baryum enama grafisi ve kolonoskopi araciligi ile
gerceklestirilebilir. Bu segeneklerden biri 50 yagin {istiindeki asemptomatik bireylere
onerilmelidir. Bunlar arasindan hangisinin tercih edilecegi karari ise risk, maliyet ve
etkinlik degerlendirmesi sonucunda verilmelidir. Ornegin total kolonoskopi tiim

kolonu gozden geg¢irdigi ve siipheli lezyonlardan biyopsi alma olanagini sagladigi i¢in
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daha avantajli goziikmektedir, ama ayni1 zamanda oldukga invazif bir islemdir. Gaita
gizli kan taramasi buna gore daha az efektif olabilir ama tarama amagh

kullanilabilecek kadar az invazif bir testtir (5).

Kolorektal kanser tedavisinde ilk tercih edilecek tedavi yontemi cerrahi
rezeksiyon ile primer tiimor dokusunun ¢ikarilmasidir. Cogunlukla cerrahi yonteme ek
olarak cesitli tedavi segenekleri hastaligin relapsini dnleme ve sag kalim siirelerini
artirmaya yonelik olarak uygulanir. Hastaligin niiks etme ihtimali patolojik evreleme
ile belirlenebilir. lyi bir cerrahi teknik ve dogru hasta se¢imi sonucunda tek basima
cerrahi uygulamayla basarili sonuglar elde etmek miimkiindiir. Metastatik ileri evre
hastalarda ise ¢ogunlukla ilk tedavi segenegi beklenen yasam siiresini ve yasam
kalitesini artirmak amaciyla kemoterapi uygulamasi olmaktadir. Cerrahi tedavideki
basariyt ve bunun sonrasinda sagkalimi belirleyen baslica faktorler; rezeksiyon
siirlarinin temizligi (mikrometastaz durumu), lenf nodlarinin durumlari ve organ disi
vendz invazyon durumudur. Bu nedenle cogunlukla cerrahi sonrasi radyoterapi
uygulamasi ile kalan tiimor dokusu ve buradan kaynaklanacak niikslere karsi miicadele
edilir. Cogu durumda ileri evre hastalarda cerrahi sonrasi ek tedavi veya cerrahi
uygulanamayan hastalarda tek tedavi segenegi olarak kemoterapi uygulamasi
yapilmaktadir (4, 5, 185). Giiniimiizde SFU kolorektal kanser kemoterapisinde en sik
kullanilan ajandir (186).

5FU’in standart olarak kolorektal kanser tedavisinde kullanildigi dénemden
glinimiize; kapesitabin, irinotekan ve oksaliplatin gibi yeni ajanlar gelistirilmistir.
Ancak tiim bu ajanlara ragmen tedavi basaris1 hastada mevcut olan kanser hiicrelerinin
molekiiler profiline baghdir. Ornegin, cesitli hastalardan toplanan kolorektal kanser
orneklerinin molekiiler analizini igeren bir ¢alisma; 5FU temelli adjuvan
kemoterapinin, ozellikle yiiksek oranda mikrosatellit kararsizlig1 tasiyan hiicrelerde
daha etkili oldugunu ortaya koymaktadir. Bunun yani sira kemoterapideki etkinligi
belirleyen diger bir 6nemli faktor ilacin verildigi hastalarda toksisite diizeyini
belirleyen farmako-genetik o6zelliklerdir. Ornegin dihidropirimidin dehidrogenaz
geninde mutasyona sahip hastalarm, SFU tedavisinin ardindan ciddi derecelerde
toksisite bulgular1 gosterdikleri bilinmektedir (187). Bu nedenle sadece hastaligin
tedavisinde kullanilabilecek yeni ajanlarin kesfi yeterli degildir. Buna ek olarak

kanserin molekiiler patogenezi hakkinda daha fazla bilgiye ve kritik yolaklari hedef

121



alabilecek yenilik¢i molekiillerin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda
da kolon kanseri tedavisinde kullanilabilecek yeni bir potansiyel ajan arastirilirken,
ayni zamanda bu ajanin kanser hiicreleri tizerine olan etkileri molekiiler ve genetik
yolaklar ftizerinden degerlendirilmis; kolon kanserinin molekiiler biyolojisini

aydinlatmaya yonelik 6nemli veriler elde edilmistir.

Sentetik kemoterapotik ilaglarin sebep olduklar yan etkiler ve bu yan etkilerin
hastalarin tedaviye katilimlari tizerinde olusturdugu olumsuz etkiler nedeniyle gesitli
dogal bilesikler ve fitokimyasallar, basta kolon kanseri olmak {izere birgok kanserin
tedavisi i¢in arastirllmaktadir. Bu amagla kullanilacak ideal bir ajanda aranan baslica
Ozellikler; kanser hiicreleri haricinde ¢ok az toksik olmasi ya da hig toksik etkilerinin
olmamasi, bircok mekanizmayi etkileyen yiiksek etkinlige sahip olmasi, oral kullanim
seceneginin bulunmasi, etki mekanizmalarmin biiyiik O6lgiide bilinmesi, diisiik
maliyetli olmasi ve hastalar tarafindan kabul edilebilir olmasidir. Bunlarin da 6tesinde
cesitli dogal bilesikler zaten binlerce yildir kanser ve daha bir¢ok hastaligin
tedavisinde geleneksel tip uygulamalarinda kullanilmaktadir. Bir¢ok calisma dogal
bilesiklerin; immiin sistemi uyarici, antibakteriyal, antiviral, anti-hepatotoksik, anti-
tilser, anti-inflamatuvar, antioksidan, anti-mutajenik ve anti-kanserojen etkiler gibi cok
genis spektrumda biyolojik aktiviteleri oldugunu gostermektedir (188). Bu tez
calismasinda da kolon kanserinin miimkiin olan en az yan etki potansiyeline sahip
dogal bir bilesik ile tedavisini saglayacak molekiiliin arastirilmasi hedefler arasinda
yer almaktadir. Bu nedenle bu ¢alisma giincel tedavi yaklagimlarinin ihtiyaglari ile
uyumludur. Ayrica belirlenen ajan (borik asit), literatiir verilerine gore yan etki orani
diisiik, oral olarak kullanilabilecek, diisiik maliyetli ve hastalar tarafindan kabul
edilebilir olmasi ile de ideal bir kemoterapotik ajanin sahip olmasi gereken 6zellikleri

tasiyan dogal bir bilesiktir.

Ozellikle son dénemde kemoterapi alaninda kullanilmak iizere gesitli bioaktif
bor bilesikleri lizerindeki arastirmalar siirmektedir. Bor ve bilesikleri, kendilerini
medikal alanda yararli birer molekiil haline getiren dnemli 6zelliklere sahiptir. Dig
yorlingesinde 3 elektron tasiyan bor, herhangi bir etkilesimde proton vermez, fakat
hidroksil iyonlarini kabul eder ve bu nedenle zayif bir Lewis asit 6zelligi gosterir. Hem
metal hem de ametal karaktere sahip bir elementtir. Bor hidroksil gruplari ile kimyasal

reaksiyona girerek borat (B(OH)4) ve borik asit (H3BO3) yapilarini olusturur. Bor,
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cogunlukla yiiksliz zayif bir asit olan borik asit formunda bulunur. Sahip oldugu
ozellikleri sayesinde bor hidroksil grubu igeren g¢esitli metabolitler ve enzimler gibi
organik molekiillerle kolaylikla etkilesime girebilir, karbon atomuyla kovalent baglar

kurabilir ve hiicresel stiregleri etkileyebilir (189).

Bor ve borik asit bilesikleri olduk¢a yaygin ve kolayca hazirlanabilen sentetik
organik bilesiklerdir. Bunlarin ¢ogu zaten dogada yaygin olarak bulunmaktadir ve
giiniimiize kadar bunlarin kullanimlarin1 engelleyecek kadar toksik oldugunu bildiren
bir calisma olmamustir. Bor, cogunlukla borik asit formunda veya borat tuzlar1 halinde
toprakta bulunur ve bitkiler i¢in esansiyel bir elementtir. Memelilerde borun herhangi
bir spesifik biyolojik fonksiyonu heniiz tanimlanmamistir. Ancak diyetle alinan bor
takviyesinin plazma steroid hormon diizeyini artirdigi, plazma lipid metabolitlerinde
degisiklige neden oldugu, kemik dayanikliligini artirdigi bilinmektedir. Bunun diginda
borun beyin fonksiyonlar1 agisindan gerekli oldugu yoniinde veriler de bulunmaktadir
(190).

Bor giinliik beslenme siirecinin bir parcasi olarak i¢gme suyundan ve
besinlerden alinmaktadir. Insan dokularinda ve viicut sivilarmnda bor; borik asit
formunda (%98,4) bulunur. Cilinkii borun emilebilmesi i¢in barsaklarda 6ncelikle borik
asit formuna doniismesi gerekmektedir (191). Bu nedenle bu tez ¢alismasida borun
plazmada bulunan formu olan borik asit ile c¢alisilmasi kararlastirilmistir. Bor
gastrointestinal sistem epitelinden kolayca absorbe olabilmektedir. Bunun haricinde
agiz, gozler, vajina ve aniis gibi mukozal membranlardan da absorbe olmaktadir.
Viicuda alinan inorganik borun yaklasik tamami absorbe edilmektedir (192). Borun
insandaki biyolojik fonksiyonlar1 tam olarak bilinmedigi i¢in giinliik alinmasi gereken
bor miktart da kesin olarak bilinmemektedir. Fakat diinya saglik orgiitli, tolere
edilebilir alim miktar1 olarak giinlik 0,4 mg/kg borun herhangi bir saglik riski
tagimaycagini bildirmektedir (191). Bor, yogun olarak idrar yoluyla atilir. Daha az
oranlarda ise diski, safra, ter ve solunum yoluyla kaybedilir. Dokulardaki bor
konsantrasyonlar1 ¢esitli mekanizmalarla belirli bir diizeyde tutulur. Bu
mekanizmalarin baginda da idrar ile atilim gelmektedir. Bu nedenle yiiksek doz bor
alimi eger renal bir problem yoksa plazma diizeylerini etkilememektedir (192).
Hayvan deneyleri bor yoklugunda biiylimede yavaglama, serum steroid hormon

konsantrasyonlarinda azalma, plazma-organ kalsiyum ve magnezyum diizeylerinde
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degisiklikler gbzlendigini ortaya koymaktadir. Bu durum da borun viicuttaki biyolojik
stirecler lizerinde olumlu etkileri oldugunu kanitlar niteliktedir. Dahas1 borun kemik
olusumunda vitamin D, kalsiyum ve magnezyum ile etkilesime girdigi; Ostrojen
metabolizmasini etkiledigi ve biligsel fonksiyonlar lizerinde rol oynadigi bilinmektedir

(191).

Bor ve bilesikleri hayvanlarda, bitkilerde, hiicre kiiltlirlinde c¢ogaltilan
hiicrelerde ve c¢esitli kimyasal reaksiyonlarda yer alan birgok enzimin aktivitesini
etkilemektedir. Bu enzimlerden bir kism1 enerji metabolizmasi, insiilin salinimi ve
bagisiklik sisteminde yer alan cesitli yolaklarda diizenleyici fonksiyonlara sahiptir.
Ayrica, borun serin proteazlarin veya oksidorediiktazlarin rol oynadigi belirli
yolaklarin kontroliinde gerekli oldugu bilinmektedir. Borun iv vitro calismalarda
glikolitik enzim aktivitesini de inhibe edebildigi gorilmistir. NADPH
metabolizmasini etkileyerek hiicre membran dinamiklerinde degisikliklere neden
olmakta ve boylece de insiilin salinimin1 artirmaktadir. Ayrica pentoz fosfat yolunun
Kilit enzimi olan glikoz 6 fosfat dehidrojenaz da borun inhibe ettigi 6nemli enzimler
arasinda yer alir. Borun diger taraftan cesitli enzimler lizerine olan etkiler ile
hiicrelerde oksidatif hasar1 azalttigi ve hiicre membranindan iyon transportunu

diizenledigine yonelik veriler de bulunmaktadir (192).

Borun fizyolojik aktivitesi sodyum bagli borat ortak tasiyicisi olarak da
adlandirilan ve hiicre i¢ine bor tasiyan anyon tasiyicisina baghdir. Fizyolojik pH
diizeylerinde borik asit hiicre igerisine pasif diifiizyonla geger ve hiicre i¢inde
anyonlarina ayrilir. Ekstraseliiler borik asit konsantrasyonunun yiiksek oldugu
durumlarda (1 mM’dan) hiicre igine pasif diflizyonla gegen ve anyonlarina ayrilan bor
miktari artar ve hiicre i¢i pH diizeyi diiser. Bu kosullarda 6nce hiicresel siirecler inhibe
olur ardindan apoptoz gerceklesir. Bu durum 6zellikle kanser hiicrelerinde belirgin
olarak gozlenir. Ciinkii kanser hiicrelerine kiyasla normal hiicreler metabolik
faaliyetlerinde daha az oranda bor kullanmaktadir. Bu nedenle bor ve bilesikleri ¢esitli
kanser tipleriyle savagsmak i¢in oldukga yararlidir. Bor, hiicrelerde birgok farkli siirecte
yer almaktadir. Ornegin bazen bir sinyal molekiilii gibi fonksiyon goriirken, diger
taraftan bazi enzimlerin kofaktorii olarak rol oynadigi, bazi reaksiyonlarda ise

enzimatik olmayan kofaktor olarak yer aldigi, elektron transferini de iceren yapisal ve
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fonksiyonel cesitli siireglere katildigi ve hiicre iskeleti yapisinin devamliliginin

saglanmasi siirecine dahil oldugu bilinmektedir (189).

Bircok c¢alisma, farkli kaynaklardan elde edilen dogal bilesiklerin ¢esitli
mekanizmalar araciligi ile kolon kanser hiicrelerinde basarili bir sekilde hiicre
cogalmasini inhibe ettigini, hiicre dongiisiinde duraklamaya neden oldugunu ve pro
apoptotik yolaklari aktive ettigini ortaya koymaktadir (193-205). Bu tez g¢alismasinda
da; insan kolon kanser hiicre hatt1 olan SW-480 hiicreleri tizerine borik asitin etkileri
arastildi. Bu amacla borik asit uygulamasinin SW-480 hiicrelerinde; hiicre canlilig1 ve
proliferasyon diizeyleri iizerine olan etkileri bromodeoksiiiridin (BrdU) yontemi;
apoptoz iizerine etkileri ise aktif kaspaz 3, AIF ve TUNEL metodu ile
imiinohistokimyasal olarak arastirildi. Bu alanda yapilan ¢aligmalar incelendiginde; bu
tez c¢alismasinda kullanilan yontemlerin, hiicre proliferasyonu ve apoptoz iizerine
yapilan aragtirmalarda siklikla tercih edilen yontemler oldugu goriilmektedir. Bunlara
ek olarak bu ¢alismada farkli apoptotik yolaklarda yer alan ¢ok sayida genin borik asit
etkisine bagl olarak ekspresyon diizeylerindeki degisimleri ise QqRT-PCR metodu ile
incelenmistir. Bu alanda bu tez ¢alismasinin kolon kanser hiicreleri tizerine borik asitin
etkilerini inceleyen ilk caligma oldugu goriilmektedir. Ayrica bu tez ¢alismasinda,
literatiirde yer alan ve g¢esitli etken maddelerin etkilerini sadece monolayer kiiltiir
ortaminda arastiran c¢alismalardan farkli olarak borik asitin SW-480 kolon kanser
hiicrelerinin hiicre proliferasyonu ve apoptoz iizerine olan etkileri monolayer kiiltiire
ek olarak, ti¢ boyutlu kiiltiir ortaminda da incelemis; monolayer kiiltiirde uygulanan

tiim deneyler li¢ boyutlu kiiltiir ortaminda da gergeklestirilmistir.

Giderek artan sayida anti-kanser ajanin, kanser tedavisi i¢in arastirildig
giinimiizde; bu ajanlarla klinik deneylere baslamadan once etkilerinin
incelenebilecegi model sistemler biiyiik onem tagimaktadir. Anti-kanserojen ajanlarin
gelistirilmesinde kullanilan iki 6nemli sistem iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B)
kanser kiiltiirleridir. Hiicrelerle yapilan ilk kiltiir ¢alismalar1 dokulardan elde edilen
3B parcalar yolu ile yapilmistir. Ardindan bu hiicrelerin zemine tutunup
cogaldiklarmin goriilmesi ile 2B kiiltiir sistemleri gelistirilmistir. Ik defa 3B kiiltiir
fikri 1912 yilinda Carrel tarafindan ortaya atilmis Leighton tarafindan gelistirilmistir
(206). 3B kiiltiirler 2B kiiltiirler ile kiyaslandiginda 6nemli iistiinliiklere sahiptir. 3B

kiiltiir ortami, in vivo tiimor g¢evresindekine benzer bir hiicre-hiicre etkilesimi
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saglamaktadir. Ayrica 2B kiiltiirde olmayan stromaya ve yapisal diizenlenime
sahiptirler. Bu durum hem yapisal olarak hem de transport gradiyenti agisindan in vivo
tiimor mikrogevresini en iyi taklit eden in vitro sistemdir. Dahas1 3B kiiltiirde hiicreler
dogal ortamlardakine benzer hiicre morfolojisi ve hiicre kutuplasmasi gosterir. 2B
kiiltiirlerde hiicreler diiz bir ylizey lizerinde tek tabakali bir yapida, timoriin yasayan
bir organizmada sahip oldugu hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinden
yoksundur. Ayrica burada hiicreler ortam kosullar1 nedeniyle gergekte sahip
olmadiklari bir hiicre iskeleti diizenlenimi olustururlar. Bu durum ise anormal gen ve
protein ekspresyonlarina neden olur. Buna karsilik 3B kiiltiir sistemleri kanser
hiicrelerinin tek baglarina veya baska hiicre tipleri ile birlikte hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks etkilesimlerinde bulunabilmesine olanak saglar. Bu etkilesimler sayesinde
hiicreler in vivo kosullardakine benzer sekilde morfolojik ve hiicresel karakteristikler

sergiler (207).

Bor ve bilesiklerinin kanser tedavisinde kullanilabilir bir ajan olabilecegine
dair hipotezlerin ilk olarak bazi epidemiyolojik ¢aligmalarin sonucunda ortaya ¢iktigi
goriilmektedir. Bu epidemiyolojik veriler sonrasinda bor iizerine yogunlasan
arastirmalar, borun bir antikanser ajan olarak sahip oldugu onemli Ozellikleri
tanimlamaya baslamistir. Bu agidan bor ve bilesiklerinin kanser tedavisinde
kullanilabilirligini aragtirmaya yonelik yapilan ¢aligmalar iki grup altinda toplamak
miimkiindiir. Bunlardan ilk grup; epidemiyolojik ¢alismalar olup bor maruziyeti ve
farkli kanser tiirlerinin siklig1 arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Diger grupta yer alan
caligmalar ise hiicre kiiltiirii veya deney hayvanlar iizerindeki ¢alismalar ile bor ve

bilesiklerinin farkli kanser tiirleri {izerine olan etkilerini incelemislerdir.

Bor madeni is¢ilerinde prostat kanserinin daha az siklikta goriiliiyor olmast,
bor ve bilesikleri {izerine epidemiyolojik c¢alismalarin ¢ikis noktasini olugturmustur.
Cui ve ark. bu iliskiyi Amerika Birlesik Devletleri 3. Ulusal Saglik ve Beslenme
Arastirmalar1 anketinden elde edilen verilerin incelendigi bir kesitsel vaka kontrol
calismasi ile aragtirmiglardir. Bu arastirmaya 17 yasindan biiyiik toplam 9401 erkek
kabul edilmistir. Bunlardan prostat kanseri olan 95’1 deney grubunu, kanser tagimayan
8720 erkek ise kontrol grubunu olusturmustur. Deney grubunda 76, kontrol grubunda
ise 7450 bireyin diyetlerinde bor maruziyeti oldugu degerlendirilmistir. Yas, 1rk,

egitim durumu, sigara kullanimi, viicut kiitle indeksi, diyetle alinan kalori ve alkol
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miktarlart kontrol edildikten sonra prostat kanseri olan bireylerde bor aliminin daha az
oldugu goriilmiistiir. Ardindan alinan bor miktaria gore yapilan analizler, diyetle
alinan bor miktarindaki artisin doz bagimli bir sekilde prostat kanser riskini azalttigini

gostermistir (208).

Korkmaz ve ark. ise Tiirkiye’deki zengin bor igerigine sahip bolgelerden biri
olan Balikesir ve ¢evresindeki yerlesim yerlerinde yagsayan 1059 kadin iizerinde, bor
maruziyeti ve servikal kanser insidansini aragtirmiglardir (209). Bu c¢alismaya dahil
edilen bireyler; yasadiklart bolgedeki igme suyu bor miktarina gore iki gruba
ayrilmistir. 472 bireyin yiiksek oranda bor ihtiva eden bolgede, 587 bireyin ise diisiik
oranda bor ihtiva eden bolgede yasadigi tespit edilmistir. Yiiksek oranda bor igeren
icme suyu bulunan bolgede giinliik alinan ortalama bor miktarinin 8,41 mg oldugu,
diisiik oranda bor iceren icme suyuna sahip bolgede ise giinliik ortalama 1,26 mg bor
alindig1 tespit edilmistir. Bu bireylerden servikal smear alinmig ve drnekler servikal
kanser bulgulart agisindan degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda yiiksek
bor bolgesinde yasayan hicbir bireyde servikal patolojiye rastlanmamis, ancak diisiik
bor bolgesindeki 15 bireyde servikal kansere ait sitopatolojik bulgular goriilmiistiir.
Bu sonuglar igme suyu ile alinan borun servikal kanser iligkili sitopatolojik bulgu

insidansini azalttigini gostermektedir (209).

Mahabir ve ark. yeni akciger kanseri tanist almis 736 kadini1 ve herhangi bir
kanser Oykiisii bulunmayan 838 saglikli kadini iceren vaka-kontrol ¢aligmasinda
diyetle bor alimimin akciger kanseri iizerine olan etkilerini incelemislerdir (210). Bu
calisma sonucunda bor alimindaki azalma ile akciger kanser sikliginda artis arasinda
anlamli bir iliski goriilmiistiir. Diyetle alinan borun akciger kanserinden hangi
mekanizma ile koruma sagladigi kesin olarak bilinmemekle birlikte, bu durumun
borun sahip oldugu antioksidan ve anti-inflamatuvar etkiler ile iliskili olabilecegi

diistiniilmiistiir (210).

Borik asitin kanser hiicreleri {izerine olan etkilerini inceleyen deneysel
caligmalarda basta prostat kanseri olmak tizere; meme kanseri, melanom ve karsinom
hiicreleri iizerine yogunlastiklar1 goriilmektedir. Baz1 arastirmacilarin sadece hiicre
kiltlirii veya deney hayvanlari ¢alismasini tercih ederken, bunlardan bazilarinin ise her

iki yontemi birlikte kullandiklar1 gériilmektedir.
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Gallardo ve ark. immun sistemi baskilanmig farelere; kiiltiir ortaminda
cogalttiklar1 ve daha sonra matrigel ile bir araya getirdikleri LNCaP prostat kanser
hiicrelerini cilt altina enjekte etmislerdir. Ardindan borik asitin timor doku gelisimi
tizerine etkilerini incelemek tizere hayvanlara yaklasik 70 giin boyunca belirli dozlarda
(en az 1,7 mg/kg- en cok 10,3 mg/kg) borik asit iceren icme suyu ile gavaj
uygulamiglardir. Takip sirasinda tiimor boyutlar1 degerlendirilmis deney sonunda ise
tiimor dokularin histopatolojik incelemeleri yapilmistir. Buna gore timdér dokusu
biiyilikliigii agisindan kontrol grubu ve deney grubu (borik asit uygulanan grup)
arasinda belirgin bir fark oldugu tespit edilmistir. Borik asit, hayvanlara timor
dokusunun naklinden 6nce de verilmeye baslanmasina ragmen kanser hiicreleri
tutunmus; ancak, borik asit uygulanan grupta bu hiicrelerin biiyiime hizi ve timdriin
morfolojisi belirgin derecede etkilenmistir. Borik asit alan gruplarda tiimor hacmi
kontrol grubuna gore daha diisiilk bulunmustur. Ayrica bu tiimdrlerin kontrol grubuna
kiyasla daha az agresif oldugunu gosteren morfolojik bulgulara da rastlanmistir.
Histopatolojik incelemelerde; hiicre proliferasyonunun bir gostergesi sayilan mitotik
figlirlere borik asit grubunda daha az oranda rastlanmis ve hiicre ¢ogalmasinin
olumsuz yonde etkilendigi goriilmiistiir. Kontrol grubundan elde edilen tiimorlerde
hiicrelerin daha siki paketlendigi ve ¢ok sayida damarsal yap1 igerdigi; oysa borik asit
grubundan elde edilen tiimorlerin boyut olarak daha kiigiik olmasinin yani sira
hiicrelerin daha gevsek paketlenmis oldugu ve genis nekrotik alanlar icerdigi tespit

edilmistir (173).

Borik asitin prostat kanser hiicreleri iizerine etkilerini arastiran bir baska
calismada ise DU-145, LNCaP ve PC-3 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Bu hiicreler 8 giin
boyunca borik asit (0-1000 uM) igeren medyum ile takip edilmistir. Takip sonunda ise
hiicreler proliferasyon, hiicre dongiisii, apoptoz ve mitokondriyal aktivasyon agisindan
degerlendirilmistir. Tiim kanser hiicre hatlarinda doz bagiml bir sekilde borik asit
uygulamasinin hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde azalttig1 gézlenmistir. Bunlar
arasinda borik asite en duyarli oldugu goriilen DU-145 hiicreleri; propidiyum iyodid
DNA boyamasi ile akim sitometrik incelemeye alinarak hiicre dongiisii analizi
yapilmigtir. Bu analizde hiicre dongiislinde belirgin bir sapma tespit edilememistir.
Yine Western blot analizinde de kaspaz 3 tespit edilememistir. Ayrica DNA

fragmantasyon analizinde hiicrelerde herhangi bir fragmantasyon bulgusuna da
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rastlanmamistir. Borik asitin hiicre proliferasyonunu azaltmasi ancak buna karsilik
hiicre dongsiinde bir sapmaya neden olmamasi; bu etkinin apoptozdan bagimsiz bir
mekanizma ile gerceklestigi goriisiinli ortaya ¢ikarmistir. Cilinkii apoptoz varliginda
mutlaka hiicre dongiisiinde bir sapmaya rastlanmaktadir. Ayrica bu durum Western
blot analizinde kaspaz 3’iin tespit edilememesi ve DNA fragmantasyon analizinde

herhangi bir bulguya rastlanilmamasi ile de desteklenmektedir (165).

Barranco ve ark. yukaridaki caligmanin devami niteligindeki baska bir
calismalarinda ise borik asitin DU-145 hiicreleri iizerine etkilerini; hiicre morfolojisi
degisiklikleri ve proliferasyon, hiicresel yaslanma, motilite, metastazin molekiiler
belirtegleri agisindan incelemislerdir (168). Bu amagla, hiicreler 8 giin siireyle degisen
konsantrasyonlarda (0-1000 uM) borik asit igeren medyum ile takip edilmistir.
Ardindan hiicreler morfolojik degerlendirme amaciyla akim sitometri analizine
sokulmustur. Bu arastirma sonucunda doz bagimli bir sekilde borik asit etkisiyle
hiicresel grantilaritede artis ve hiicre boyutlarinda bir azalma tespit edilmistir. Hiicresel
boyutlardaki azalma ve hiicre seklinde meydana gelen yapisal degisiklikler, hiicrelerin
cogalma yetilerinde kayipla iligkilendirilmistir. Hiicrelerde p-galaktosidaz aktivitesi
hiicresel yaslanmanin bir belirtici olarak kabul edilmektedir. DU-145 hiicrelerinde de
borik asit uygulamasi sonrasinda bu enzim diizeyleri arastirilmistir. Borik asitin
hiicrelerde B-galaktosidaz enzim aktivitesini doz bagimli bir sekilde artirdigi yani
hiicresel yaglanmaya benzer ozellikler kazandirdigi goriilmiistiir. Ayrica hiicresel
proliferasyon durumunun tespiti i¢in hiicrelerdeki siklin A, B1, C, DI, E ve MAPK
sinyal yolagmin fosforillenmis araci proteini MEK diizeyleri Western blot analizi ile
incelenmistir. Borik asitin herbiri hiicre dongiisiinde onemli roller iistlenen bu
siklinlerin ekspresyonunu ve fosforile MEK diizeylerini doz bagimli bir sekilde
azalttigr gorilmiistir. Normalde Ras/Raf yolaginda fosforile olan MEK niikleusa
gecmekte ve burada hiicre ¢ogalmasini uyarici genlerin transkripsiyon faktorlerini
aktive etmektedir. Borik asitin DU-145 hiicrelerinde ¢ogalmay1 baskilayici etkisine
aracilik eden mekanizmalardan birinin de bu nedenle fosforile MEK diizeylerindeki
azalma ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Borik asitin prostat kanser hiicrelerinde;
hiicre iskeleti, tutunma ve migrasyon {lizerine olan etkileri de bu c¢alismada
incelenmistir. Bunun sonucunda borik asitin doz bagimli bir sekilde filopod gibi

hiicresel uzantilar ile hiicre i¢i baglantiyr saglayan F-aktin filamentlerini azalttig
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immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir. Bu durum, hiicre iskeletindeki yapisal
degisiklik ve hiicre migrasyonundaki azalmanin gostergesi olarak yorumlanmuistir.
Ayrica tutunma deneylerinde de hiicre tutunma kabiliyetinde doz bagimli bir azalma

goriilmiistiir (168).

Barranco ve ark. Texas Kanser Merkezindeki postat kanser insidans ve
mortalite bilgilerini bolgedeki icme suyu bor oranlari ile birlikte degerlendirmisler ve
icme suyu bor oranlari ile prostat kanser insidansi arasinda bir azalma tespit etmislerdir
(211). Bu epidemiyolojik ¢alismanin ardindan DU-145 prostat kanser hiicrelerinde
borik asitin hiicre proliferasyonu lizerine ve hiicrelerin iyonize radyosyana cevaplari
tizerine olan etkileri incelemislerdir. Bu amagcla hiicreler degisen dozlarda (0-500 pM)
borik asit ile 8 glin muamele edilmis ve ardindan hiicre proliferasyonunda azalma ve
iyonize radyasyona karsi duyarlilikta artis gézlenmistir. Ayrica, Western blot
analizinde BCL-2 protein ekspresyonlarinda doz bagimli bir azalma oldugu tespit
edilmistir. Bir anti-apoptotik protein olan BCL-2’nin kanser hiicrelerindeki
radyoterapi direncinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Borik asitin bir taraftan BCL-
2 diizeylerini azaltirken, diger taraftan kanser hiicrelerinde radyasyona duyarliligi
artirmasi bu etkinin BCL-2 haricindeki farkli bir yolak iizerinden gergeklestirdigi
goriligiinii ortaya ¢ikarmistir. Hatta hiicrelerin BCL-2 antisense oligoniikleotitlerle
muamele edildigi durumlarda bile borik asitin hiicre 6liimii olmasa da proliferasyonu

baskilamasi bu goriisii destekler niteliktedir (211).

McAuley ve ark. da DU-145 prostat kanseri hiicre hatlari ile yaptiklart
calismada borik asitin hiicre proliferasyonu, hiicresel yaslanma ve apoptoz lizerine
etkisi konusunda daha 6nce yapilan ¢alismalarla uyumlu bulgular elde etmislerdir
(174). Bunun yani sira immiinflorosan boyama sonucu borik asitin kanser hiicrelerinde
morfolojik degisikliklere ve primer olarak hiicre iskeletindeki aktinleri hedef alarak
onlarin polimerizasyonuna neden oldugunu gostermislerdir. Bu etkiye ait
mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmak i¢in yaptiklart gRT-PCR ¢aligmasinda ise borik asit
nedeniyle kanser hiicrelerinde RhoA, Racl ve Cd42 gibi hiicre iskeleti yapisindaki
aktinlerin aktivitelerini diizenleyen protein diizeylerinde bir azalmaya neden oldugu

goriilmiistiir (174).
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Borik asitin prostat kanser hiicreleri iizerine olan etkilerinin molekiiler
mekanizmalarini aydinlatmaya yonelik bir ¢alismada ise; borik asitin doz ve zaman
bagimli olarak endoplazmik retikulum (ER) yapisinda ve sitoplazmik yapilarda
degisiklige neden oldugu goriilmiistiir. DU-145 prostat kanser hiicreleri ile yiirtitiilen
bu ¢alismada, degisen dozlarda (10-250 uM) uygulanan borik asitin 24 saat sonunda
doz bagimli bir sekilde ER hacminde, sitoplazmik graniilaritede ve sitoplazmik vakuol
olusumunda artisa neden oldugu elektron mikroskobik olarak gosterilmistir. Ayrica,
immiin blot analizlerde elF2a fosforilasyonunda borik asit uygulamasi sonrasi belirgin
bir artis gozlenmistir. Bilindigi iizere, hiicreler cevresel degisikliklere uyum
saglayabilmek adina genetik ifadelenmeyi yeniden programlamaktadir. Buna aracilik
eden mekanizmalardan biri de igerisinde elF2a’nin de yer aldig1 eIF2-GTP-tRNAiMet
sistemidir. Bu sistem translasyonun ve protein sentezinin baslayabilmesi i¢in baslatici
metiyonini MRNA’nin ilk kodonuna yerlestirmektedir. eIF2a’nin fosforilasyonu ise
bu kompleksin olusumu ve dolayisiyla genel bir translasyonu inhibe etmektedir. Bu
durumda ortaya ¢ikan kusurlu baglatict kompleksler ise sitoplazmik sters graniilleri
haline doniismektedir. Yapilan akim sitometirk incelemelerde ise 50 pM dozda, 24
saatlik maruziyetin hiicrelerin hiicre dongiisii lizerinde ¢ok az etkili olduklarini ve

apoptotik hiicre 6liimiine neden olmadiklari goriilmiistiir (12).

DU-145 ve LNCaP prostat kanser hiicre hatlari ile gergeklestirilen bir bagka
caligmada ise borik asit uygulamasinin hem mekanik olarak hem de kimyasal olarak
uyarilan ER’dan Ca*2 salinimini farkli diizeylerde bloke ettigi gériilmiistiir. Ca*? sinyal
mekanizmasinin hiicrelerin ¢evresel kosullara uyum saglamada o6nemli oldugu
bilinmektedir. ER’dan depolanmis haldeki Ca*? iyonlarmin sitoplazmaya serbest
birakilmasmin ardindan Ca*? iyonlar1 hizli bir sekilde ve gegici olarak kalsiyum
baglayict proteinler olarak bilinen proteinlere baglanirlar. Bu proteinler ise cesitli
hiicresel siireglerde rol oynayan diizenleyici proteinlerdir. Bu siireglerden en 6nemlisi
ise hiicre proliferasyonunun diizenlenmesidir. Ornegin troponin C, kalmodulin,
anneksin II ve kalpain gibi kalsiyum baglayici1 proteinler hiicre dongiisiiniin
ilerleyisinin diizenlenmesinde araci gorevler lstlenmektedir. Bu ¢alismada kanser
hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (100-1000 uM) borik asit ile 8 giin muamele
edilmistir. Ardindan immunfloresan yontemlerle, hem kimyasal olarak hem de

mekanik olarak uyarilan ER’dan Ca*? serbestlesmesinin engellendigi ve Ca*? igeren
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vezikiillerin hiicre periferinde biriktigi tespit edilmistir (212). Henderson ve ark. da
benzer sekilde borik asitin prostat kanser hiicrlerinde Ca*? hareketleri iizerine olan
etkilerini DU-145 ve LNCaP hiicre hatlar1 iizerinde incelemislerdir (213). Borik asitin
bu hiicrelerde hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve reseptoér aracili depolanmis
kalsiyumun salinimini inhibe ettigi goriilmiistiir. Ozellikle kalsiyum baglayict
proteinlerin transkripsiyon, hiicre cogalmasi, vezikiil sekresyonu ve apoptoz stiregleri
tizerindeki etkilerine vurgu yapan arastirmacilar; borik asitin doz bagimli bir sekilde
hiicresel depolardan Ca*? salinimim1 engellemesi sonucu olusan etkinin cesitli
yolaklardaki mekanizmalar {izerinden tiimor karsit1 etkiler olusturabilecegini

belirtmislerdir (213).

Bradke ve ark. ise borik asitin etkilerini hem Du-145 ve PC-3 prostat kanser
hiicre hatlarinda hem de ZR-75-1 meme kanser hiicre hatlarinda arastirmistir (11). Bu
calismada farkli dozlarda uygulanan borik asitin (100-1000 uM) ozellikle yiiksek
dozda DU-145 hiicrelerinde hiicre migrasyonunu engelledigi goriilmiistiir. Ancak
kemotaktik hiicre migrasyonu tizerine herhangi bir etkisi saptanamamistir. Ayrica bu
hiicrelerin fibronektine tutunma kabiliyetleri tizerinde de herhangi bir etkisi olmadig1
gosterilmisgtir. MTT (3-[4,5-Dimetiltiazol-2-yl]-2,5-Difeniltetrazolyum Bromiir) ile
hiicre canlilik analizlerinde ise ilk 24 satte borik asitin hiicreler iizerinde tespit
edilebilir bir etkisi olmadigi, 8 giiniin sonunda ise hem prostat hem de meme kanseri
hiicrelerinde hiicre canliliginda belirgin bir azalma oldugu gozlenmistir. Akim
sitometrik incelemeler ise borik asitin ilgili dozlarinda ve bu kanser hiicreleri tizerinde

hiicre dongiisiine etki etmedigini ortaya koymustur (11).

MDA-MB-231 meme kanser hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada ise borik asitin
ve fruktoboratin kanser hiicreleri iizerine olan etkileri karsilastirmali olarak
incelenmistir. Degisen dozlarda uygulanan borik asit ve fruktoboratin (0,45-22,5 mM)
24 saat sonunda hiicrelerin canlilig1 {izerine olan etkileri MTT ile incelenmistir. Her
iki molekiiliin de doz bagimli bir sekilde sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.
Bircok sitotoksik ajan, kemoterapdtik olarak kanser tedavisinde apoptotik
programdaki kilit unsurlar1 aktive ederek etki gostermektedir. Buradan hareketle
arastirmacilar borik asitin ve fruktoboratin apoptotik etkilerini TUNEL metodu ile
arastirmiglar; borik asitin daha az olmakla beraber her iki molekiiliin de apoptoz

tizerine etki ettigini gostermislerdir. Bilindigi tizere hiicre 6liim yolaginda en 6nemli
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kontrol noktasi pro-apoptotik ve anti-apoptotik BCL-2 ailesi iiyeleri arasindaki
orandir. BCL-2 proteinleri diizeyinde, Western blot analizi fuktoborat ile BCL-2
ekspresyonlarinin azaldigi ancak borik asitin herhangi bir etkisi olmadigim
gostermistir. Mitokondriyal apoptotik yolakta mitokondriyal membranlar arasi
bosluktan salinan sitokrom-c’nin ELISA ile 6lgiilmesi sonucunda ise fruktoboratin
sitoplazmik sitokrom c diizeylerini artirirken bu dozlarda borik asitin belirgin bir etkisi
olmadig1 goriilmiistiir. Ancak, her iki apoptotik yolaginda birlestigi son asamada
gorevli kaspaz 3 tizerine yapilan incelemeler hem borik asitin hem de fruktoboratin
kaspaz 3 aktivasyonunu artirdigini gostermektedir. Western blot analizi de heniiz
aktive olmamis yeni sentezlenen pro-kaspaz 3 diizeylerinin de arttigini ortaya

koymaktadir (13).

Acerbo ve ark. SK-MEL28 insan melanom hiicre hatlar1 iizerine dort farkli
borik asit dozunun (5, 12.5, 25, 50 mM) alt1 farkli zaman biriminde (1, 2, 3, 5, 7, 10
giin) etkilerini incelemislerdir (14). Bu ¢alismada tripan mavisi boyama yontemi ile
hiicre canliligi arastirilmis; doz ve zaman bagimli bir sekilde borik asitin hiicre
canliligint azalttig1 gorlilmistiir. Ayni siiregte hiicre boyutlarinin  mikroskobik
incelemeleri ilk 24 saat gibi erken donemlerde hiicresel boyutlarda herhangi bir
degisiklik ortaya koymazken, takip eden giinlerde doz bagimli bir sekilde hiicre
hacimlerinde artis gozlenmistir. Hiicrelerin biyokimyasal i¢eriklerinin analizi i¢in ise
FTIR (Fourier Transform InfaRed Imaging) yontemi uygulanmistir. Bu yontemden
elde edilen sonuglara gore borik asitin melanom hiicrelerinin kimyasal bilesimini
etkiledigi goriilmektedir. Diisiik dozlarda borik asit konsantrasyonlarina maruz kalan
hiicrelerde; niikleik asit/protein oraninda bir artis gézlenmektedir. Bu durum ise
hiicrelerin aktif olarak ¢ogalmakta olduklarmi gostermektedir ve bu durum hiicre
canlilik analizleri ile de uyumludur. Yiiksek dozda borik asit uygulanan gruplarda ise
niikleik asit/protein orani zamanla diismekte ve bu durum hiicrelerin proliferasyon
yeteneklerini kaybettiklerine isaret etmektedir. Dahas1 burada apoptozun varligim
kanitlayan amid I spektral kayma ve § tabaka komponentinin yiikselmesi gibi FTIR
bulgular1 gézlenmektedir (14).

Carper ve ark. borik asitin etkilerini hem DU-145 ve PC-3 prostat kanser hiicre
hatlarinda, hem de ZK-75-1 ve SK-BR-3 meme kanser hiicre hatlarinda

incelemislerdir. Borik asitin ad1 gecen tiim kanser hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe ettigi
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goriilmiistiir. Ayrica borik asitin doz bagimli bir sekilde kanser hiicrelerinde zeminden
ve birbirlerinden ayrilmaya neden oldugu goriilmiis, ardindan yapilan akim sitometrik
inceleme ile bu hiicrelerin apoptoza gittigi gozlenmistir. Apoptotik siire¢ kaspaz 3
calismasiyla da ayrica onaylanmistir. Hiicrelerin tutunma kabiliyetlerinin integrin adi
verilen proteinlerce kontrol ediliyor olmasi nedeniyle aragtirmacilar; bu hiicrelerde
borik asitin integrinlere baglanarak tutunma kaybina ve apoptoza neden oldugunu
distinmistiir (214). Bu ¢alismanin devaminda arastirmacilar DU-145 prostat kanser
hiicreleri tizerine incelemelerini yogunlastirmislardir. Burada daha 6nceki ¢alismalarla
uyumlu olarak ti¢ giinliik borik asit maruziyetinin doz bagimli bir sekilde hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica akim sitometrik incelemede
borik asitin; hiicrelerde, hiicre dongiisiiniin S fazinda duraklamaya neden oldugu
goriilmistiir. Apoptozun varligi anneksin V yonetmiyle ve floresan goriintiileme ile de
onaylanirken; burada mitokondriyal yolaginin aktive oldugu tespit edilmistir. Ayrica
yapilan immunohistokimyasal ¢alismalar kaspaz 3 aktivasyonunu gostermektedir
(215). Bazi meme kanseri hiicre hatlari ile yapilan baska bir ¢aligmada ise borik asitin
calisilan tiim hiicre hatlarinda olmasa da bir¢ok hiicre hattinda Ostrojen reseptor
aktivitesinden bagimsiz olarak apoptozu uyarmadigi goriilmektedir. Calismaya dahil
edilen Ostrojen reseptor negatif meme kanseri hatlari olan MD-MB-231 ve MDA-MB-
435 hiicrelerine uygulanan 1 mM borik asit herhangi bir biiyiime inhibisyonu
yapmamistir. Buna karsilik 6strojen reseptorii pozitif ZR-75-1 ve Ostrojen reseptorii
negatif SK-BR-3 hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasinda baskilama tespit edilmistir. Ileri
aragtirma amaciyla yapilan akim sitometrik incelemede bu hiicrelerin apoptoza
gitmekte olduklar1 gériilmiisiitr. Hiicrelerin apoptotik durumlar1 floresan mikroskobik

inceleme ile de desteklenmistir (216).

Borik asitin sahip oldugu farkli etki mekanizmalar1 giin gegtikge ortaya
cikarilmaktadir. Ornegin Renzo ve ark., borik asitin histon deasetilaz enzimini inhibe
ettigini calismalarinda ortaya ¢ikarmislardir (176). Bilindigi tizere histon deasetilaz
niikleozom diizenlenimini degistirerek gen ekspresyon durumunu degistirebilir.
Histonlarin asetilasyon durumlarini etkileyen histon deasetilaz inhibitori gibi ilaglar;
hiicrelerde terminal farklilagsmay1 uyararak hiicre biiylimesini baskilayabilirler ve
boylelikle kanser gelisimini engelleyebilirler. Farkli kimyasal siniflardan histon

deasetilaz inhibisyon 6zelligine sahip bazi molekiiller giiniimiizde malign hastaliklarin
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tedavisinde kullanilmaktadir (176). Giiniimiizde kutanoz T-hiicreli lenfomada histon
deasetilaz inhibitorii kullanimi yasal olarak onay almis durumdadir. Lenfoma, 16semi
ve bazi solid tiimorlerde ise farkli histon deasetilaz enzimleri ile klinik ¢alismalar
stirmektedir (217). Bu bakimdan borik asitin sahip oldugu histon deasetilaz inhibit6r
ozelligi de kanser tedavisinde kemoterapdtik olarak 6nemli bir ajan oldugunu destekler

niteliktedir (176).

Literatiirde yer alan arastirmalara bakildiginda birbirinden farkli cevaplarin
ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bu farkliliklarin ¢alisilan hiicrede borun ¢ekirdege kadar
m1 ulastigi yoksa hiicresel membranlarda m1 bagl kaldigi durumlara bagl olarak
ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Bu agidan borik asit bazi hiicre tiirlerinde hiicrelerin
proliferasyonunu baskilarken, bazi1 hiicre tiirlerinde ise sitotoksik etkilere ve apoptoza
da neden olmaktadir. Bu durum, bir taraftan da borik asitin biyokimyasal 6zelligi ile

de iliskilidir (167).

Bu tez calismasinda borik asitin SW-480 kolon kanser hiicreleri iizerine
etkilerini hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu kiiltiir ortamlarinda incelenmistir.
Calisma Oncesi yaptilan doz belirleme deneyi igin literatiirde yer alan ¢alismalar
incelendiginde ¢ok farkli doz araliklarmin kullanildig1 gériilmektedir. Ornegin prostat
kanser hiicreleri ile yiiriitiilen ¢alismalarin ¢ogunda borik asitin 1000 pM’a kadar olan
farkli doz araliklart kullanilmistir (165, 168). Yine prostat kanseri ile yapilan bir
caligma da ise en yiiksek doz olarak 250 uM; baska bir calismada ise 500 pM olarak
bildirilmigtir (12, 211). Meme kanseri hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada en yiiksek
doz 22,5 mM olarak, melanom hiicre hatlari ile yapilan baska bir ¢alismada ise 50 mM
olarak belirtilmistir (13, 14). Doz belirleme deneyi i¢in SW-480 hiicre hattinin
molekiiler 6zellikleri literatiir verileri 1518inda degerlendirildiginde; bu hiicrelerin
yiiksek proliferasyon ozelligine sahip olduklarmi ve genetik olarak ¢ok sayida
mutasyon tasidiklar1 goriildii. Bu nedenle doz araliklari; 10, 12,5, 25, 50, 75, 100 mM
olarak belirlendi. 24, 48 ve 72. saatler sonunda yapilan hiicre sayimlari
degerlendirildiginde inhibisyon 50 (ICso) dozu 75 mM olarak tespit edildi ve
deneylerde bu doz esas alindi. Farkli hiicre hatlarinda ayni ajan igin etkin dozlarin
farkli olmasinin nedeni, kanser hiicrelerinin sahip oldugu molekiiler biyolojik

Ozellikler arasindaki farkliliklarla iligkili olabilecegi seklinde yorumlandi.
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Kanser ve apoptoz arasindaki iliskinin arastirildig1 ¢caligmalarin sayisinin arttigi
ve kanser hiicrelerinde apoptozu uyarict molekiillerin gelistirilmeye c¢alisildigi
giinimiizde apoptozun etkili bir sekilde tespit edilebilmesi de biiyilk 6nem
tasimaktadir. Apoptoz; hiicre canliliginin belirlenmesi, morfolojik inceleme, plazma
membran degisikliklerinin, sitoplazmik degisikliklerin, mitokondriyal degisikliklerin
ve cekirdek degisikliklerinin tespiti gibi farkli yontemlerle belirlenebilir. Ancak
apoptoz arastirmalarindaki biyokimyasal ve molekiiler gelismelere ragmen
mikroskobik inceleme altin standart tan1 yontemidir (89). En basit sekilde bir 151k
mikroskopu ile apoptozun 6zgiin morfolojik bulgular1 kolaylikla tespit edilebilir. Ne
zaman ve nasil gerceklestiginden bagimsiz olarak apoptoz bir hiicre Sliimidiir ve
apoptoza giden bir hiicrede canlilik belirtecleri olan metabolizma yetenekleri ve ayrica
cogalma belirtileri kaybolur. Bu nedenle hiicre canlilifinin degerlendirilmesi,
apoptozun tespitindeki en 6nemli kriterlerden biridir. Bir hiicrenin canlilik durumu
genel olarak ii¢ yaklasimla degerlendirilebilir. Ilk yaklasim yasayan hiicrelerin
membran biitiinliigiinii korudugu esasina dayanir. Ikinci yaklasim hiicrelerin belirli
metabolik fonksiyonlar: siirdiirebilme yetenegine dayanir. Ugiincii yaklasim ise
hiicrelerin boliinme ve c¢ogalma kapasitelerinin Olglimiinii esas alir. Bu amacla
hiicrelerin koloni olusturabilme yetenekleri veya kiiltiir ortaminda tutunma ve
cogalabilme yetenekleri degerlendirilir. Bu tez ¢alismasinda borik asitin SW-480
hiicreleri tizerine etkili olan dozunu belirledikten sonra; bu doza maruziyet sonucunda
hiicrelerin ¢ogalma durumlari, hiicre sayimu ile arastirildi. Buna gore 75 mM borik
asitin SW-480 hiicrelerinde ¢ogalma ve canlilik yeteneklerini 24., 48. ve 72. saatler

sonunda belirgin olarak azalttig1 tespit edildi.

Dokularda yer alan hiicrelerin ¢ogu aktif olarak hiicre siklusuna girmezler ve
sessiz faz olan G, fazinda bulunurlar. Epitel ve kemik iliginde yer alan kok hiicreler ve
transit amplifiye hiicre hattinda yer alan hiicreler gibi bazi hiicreler aktif olarak
bolinmektedir ve hiicre siklusunun farkli evrelerinde goézlenebilmektedir. Kanser
hiicreleri de aktif olarak ¢ogalan, hiicre siklusuna giren hiicrelerdir. Bu 6zellikleri ayn1
zamanda bu hiicrelerin gesitli yontemler araciligi ile tespit edilebilmesine olanak
saglamaktadir. Bunlardan en basit ve kullanish olanlarindan biri bromodeoksiiiridin
(BrdU) ile immunohistokimyasal boyama yontemidir. BrdU bir timidin analogudur ve

DNA replikasyonu olan hiicrelerde (S fazindaki hiicrelerde) timin yerine baglanir.
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Ardindan immunohistokimyasal olarak BrdU’nun gosterilmesi ile kanser hiicreleri
gibi aktif olarak ¢ogalan hiicreler tespit edilmis olur (218). Bu tez ¢alismasinda da iki
boyutlu ve ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminda hiicre proliferasyon durumu BrdU isaretleme
indeksi ile immiinohistokimyasal olarak arastirildi. Iki boyutlu kiiltiirde BrdU
calismasinin sonuclarina bakildiginda kontrol grubundaki hiicrelerde 24, 48 ve 72.
saatler sonunda Brdu ile isaretlenen ¢ok sayida hiicre tespit edilirken, BA grubunda
ise BrdU isaretleme indeksinde belirgin bir azalma tespit edildi (p<0,05). Ug boyutlu
kiiltirde de benzer sekilde kontrol grubundaki hiicreler, 6zellikle sferoidlerin
periferinde yerlesen hiicrelerde daha belirgin olmak iizere, tiim saatlerde BrdU ile BA
grubuna kiyasla anlamli sekilde daha fazla oranda isaretlendigini tespit edildi
(p<0,05). Bu durum kontrol grubundaki SW-480 hiicrelerinin ¢ogalmaya devam
ettiklerini, ancak 75 mM borik asitin hiicre proliferasyonunu iki boyutlu kiiltiirde daha
belirgin olmak tizere her iki kiiltiir ortaminda da anlamli bir sekilde azalttigini

gostermektedir.

Apoptotik siirecte c¢ekirdekte onemli degisiklikler goézlenir. Morfolojik
degisiklerin otesinde niikleozomlar arasi kesimi de igeren DNA kiriklar1 apoptozun
onemli biyokimyasal belirteclerinden biridir. Niikleus yogunlagmasi ve
fragmantasyonu 151tk veya elektron mikroskobik yontemlerle tespit edilebilir.
Alternatif olarak niikleus ve fragmanlart DNA’ya baglanan floresan boyalarla
boyanabilir. Apoptotik siiregte  DNA kesimi niikleozomlar arast bolgelerde
gerceklesir. Bu kesimden apoptoza 6zgii DNA fragmantasyon faktorii (DFF) veya
kaspazlarca aktive edilen DNaz (CAD) gibi endoniikleazlar sorumludur. DNA’nin bu
endoniikleazlarca kesimi sonucunda yaklasik 180-200 b¢ uzunlugunda apoptoza 6zgii
DNA fragmanlar1 olusur. Bu fragmanlar ise elektroforezde tipik DNA merdiveni
goriintiisii ile kolaylikla tespit edilebilir. Histokimyasal olarak ise TUNEL metodu ile
DNA kiriklarmin tespiti miimkiindiir. TUNEL yani terminal deoksiniikleotid
transferaz (TdT) aracili dUTP-biyotin ile etiketleme yonteminde; TdT enzimi
biyotinlenmis dUTP’leri DNA fragmanlarimin 3" uglarina ekler. Ardindan
biyotinlenmis dUTP’ler avidine bagli horse radish peroksidaz (HRP) ve HRP substrati
olan 3" diamino benzidin tetrahidroklorid (DAB) ile tespit edilebilir (219). Bu nedenle
bu tez ¢alismasinda da apoptozu gostermek ig¢in tercih edilen yontemlerden biri

TUNEL ile immiinohistokimyasal isaretleme yontemi olmustur. Iki boyutlu kiiltiir
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ortamindaki TUNEL ¢alismasinda 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda 75 mM borik asit
uygulanan BA grubundaki ¢ok sayida TUNEL ile isaretlenen hiicre gozlemlenirken
kontrol grubunda TUNEL isaretleme indeksinin anlamli (p<0,05) oranda azaldigi
goriildii. U¢ boyutlu kiiltiirde de benzer sekilde tiim saatlerde BA gruplarinda TUNEL
ile 6zellikle sferoidlerin periferinde yer alan hiicrelerde belirgin bir isaretlenme s6z
konusu iken kontrol gruplarinda TUNEL isaretlenme indeksinde anlamli (p<0,05) bir
azalma gozlendi. Bu durum hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminda 75
mM borik asitin SW-480 hiicrelerinde apoptotik DNA fragmantasyonlarina dolayisi

ile apoptoza neden oldugunu gostermektedir.

Sitoplazmada apoptoza bagli olarak bircok degisiklik meydana gelmektedir.
Bunlar arasindaki en onemli olay ise kaspazlarin aktivasyonu ve cesitli hiicresel
proteinlerin yikimidir. Kaspazlarin aktivasyonu tartismasiz apoptozun en temel
biyokimyasal belirtecidir. Kaspaz aktivasyonu gesitli yontemler ile tespit edilebilir.
Bunlarin basinda anti-kaspaz antikoru kullanarak Western blot ile veya
immunohistokimyasal yollarla tespiti gelmektedir. Alternatif olarak kaspazin hedef
substratlarinin miktarlar1 da Olgiilebilir. Tim bu yontemler arasinda kaspaz
aktivasyonunu  belirli  bir  lokalizasyonda  tespit  edebilecek  yOntem
immunohistokimyasal veya immunfloresan yontemlerdir. Burada parafin kesitlerde
veya hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda aktif kaspazlara karsi kullanilan antikorlar ile
basarili sonuglar alinmaktadir. Glinlimiizde yaygin olarak aktif kaspaz 3, 7 ve 9’a kars1
gelistirilmis antikorlar siklikla kullanilmaktadir. Buradaki prosediir genel bir
immunohistokimyasal prosediirden farkli degildir. Primer antikor anti-aktif kaspaz ve
sekonder antikor ise horse radish peroksidazdir. Apoptozun molekiiler biyolojisi
incelendiginde ise hem intrinsik hem de ekstrinsik yolagin hedef aldig: kilit molekdiliin
efektor kaspazlardan biri olan kaspaz 3 oldugu goriilmektedir. Hiicrenin kullandigi
apoptotik yolagin tipinden bagimsiz olarak kaspaz 3’iin immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmesi bu agidan apoptozun gosterilmesi agisindan oldukga degerlidir. Bu
tez calismasinda, iki boyutlu kiiltiirde yapilan kaspaz 3 ile immunohistokimyasal
isaretlemede; 24., 48. ve 72. saatler sonunda BA grubundaki ¢ok sayida hiicrede
belirgin bir igsaretlenme goriiliirken, kontrol grubunda isaretlenme indeksinde anlamli
(p<0,05) bir azalma gdzlendi. Ug boyutlu kiiltiirde de benzer sekilde tiim saatlerde BA

gruplarinda ¢ok sayida hiicre, 6zellikle sferoidlerin periferinde yerlesen hiicreler,
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kaspaz 3 ile isaretlenirken, kontrol gruplarinda isaretlenme indeksinde anlamli bir
azalma oldugu goriildii. Bu sonuglar hem iki boyutlu hem {i¢ boyutlu kiiltiir ortaminda
75 mM borik asitin SW-480 hiicrelerinde kaspaz 3 aktiflesmesine neden oldugu yani
apoptozun ortak son yolaklarinin aktive oldugunu, apoptozun er¢eklestigini

gostermektedir.

Apoptozun baglamast veya dilizenlenmesindeki en Onemli organel ise
mitokondridir. Apoptoz siiresince mitokondriyal fizyoloji ve morfolojide belirgin
degisiklikler gozlenir. Genel olarak apoptotik degisiklikler iki katogoriye ayrilir;
apoptotik proteinlerin  salinimi1  ve mitokondriyal fonksiyonlarda degisiklik.
Mitokondriden sitokrom ¢, SMAC/DIABLO, HTRA2/OMI, endoniikleaz G ve AIF
gibi apoptotik proteinlerin yani sira bazi non apoptotik proteinler de salinmaktadir. Bu
proteinlerin  dagilimindaki degisikligin immunohistokimyasal, immunfloresan
yontemlerle veya Western blot yontemi ile tespiti miimkiindiir. Apoptozla iliskili
mitokondriyal fonksiyonlarin bu yontemlerden biri ile tespiti, apoptoz ¢alismalarinda
biiyiik O6nem tasimaktadir. Normal kosullarda mitokondriyal membranlar arasi
boslukta bulunan AIF apoptotik uyari ile sitoplazmaya, oradan da niikleusa gecer.
Niikleusta DNA fragmantasyonuna ve periferal niiklear kromatin yogunlasmasina
neden olur. Bu agidan sitoplazmada AIF’in varlig1 hiicrede intrinsik (mitokondriyal)
apoptotik yolagin aktive oldugunu gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda iki boyutlu
kiiltiirde gerceklestirilen AlF ile immunohistokimyasal isaretlemede; 24., 48. ve 72.
saatler sonunda BA grubundaki ¢ok sayida hiicrede isaretlenme goriiliirken, kontrol
grubunda isaretlenme indeksinde anlamli (p<0,05) bir azalma gdzlendi. Ug boyutlu
kiiltiirde de benzer sekilde tiim saatlerde BA gruplarinda ¢ok sayida hiicre, 6zellikle
sferoidlerin periferinde yerlesen hiicreler, AIF ile igaretlenirken, kontrol gruplarinda
isaretlenme indeksinin oldukga zay1f oldugu gozlendi. Ayrica her iki kiiltiir ortaminda
da AIF ile olan isaretlenme indekslerinin kaspaz 3 ile olan isaretleme indeksine oranla
daha diisiik oldugu da tespit edildi. Bu bulgular; apoptotik siirecte bir sekilde
sitoplazmaya AIF gecisi oldugunu gosterirken; bu verinin, etkin yolagin mitokondriyal
yolak olup olamayacagini tek basina kanitlama konusunda yetersiz kaldig1 yoniinde

degerlendirildi.

BrdU, TUNEL, kaspaz 3 ve AIF ile olan immunohistokimyasal ¢alismalarin
sonuclart 2B ve 3B kiiltiirler arasinda karsilastirildiginda; ii¢ boyutlu kiiltiirde
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boyamalarin 6zellikle sfreoidlerin periferinde yer alan hiicrelerde yogun oldugu
goriilmektedir. Ayrica, 2B ve 3B kiiltiirler, immunohistokimyasal isaretlenme
indeksleri agisindan karsilastirildiginda, 3B kiiltiirdeki isaretlenme indekslerinin genel
olarak daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durumun, sfreoid modelin biyolojik
ozelligi ile uyumlu bir sonug oldugu degerlendirilmektedir. iki boyutlu kiiltiirlerde
hiicreler tutunma yiizeyleri boyunca tek bir tabaka olusturdugundan; besin
maddelerine erisim, metabolitleri uzaklastirma ve ayni zamanda uygulanan etken
maddeye maruziyet acisindan benzer kosullara sahiptir. Bu nedenle bir ajan eger
hiicreler lizerinde apoptotik etkiye sahipse, kiiltiir kabindaki tiim hiicrelerde yaklasik
benzer etki diizeyleri ve bununla iligkili olarak benzer immunohistokimyasal
isaretlenme diizeyleri beklenebilir. Bu tez ¢alismasinin iki boyutlu deneylerinde de bu

durum gozlenmistir.

Multiseliiler sferoid (MSS) kiiltiir modellerinde ise hiicreler salgilamig
olduklart ECM proteinleri araciligi ile kendi kendilerine agrege olarak yiiksek
derecede organize ii¢ boyutlu doku benzeri yapilar meydana getirirler (220).
MSS’lerin  olusumunun; kaderin ve integrinlerin bloke edildigi c¢aligmalar
incelendiginde, iic asamal1 bir siirecte gerceklestigi goriilmektedir. Oncelikle hiicre
yiizeyindeki integrinler ile uzun zincirli ECM liflerinin baglanmasi dagilmis
hiicrelerde hizl1 bir agregasyona neden olmaktadir. Bunu takiben hiicrelerde kaderin
ekspresyonunun arttigi bir gecikme fazi izlenmektedir. Ilerleyen asamada ise
kaderinlerin etkilesime girdigi gozlenmektedir. Burada homofilik kaderin-kaderin
baglantilar1 giiglii hiicreler arasi baglar olusturmaktadir. Hiicre i¢inde ise integrinler
ECM’ten aldiklart mekanik sinyalleri aktin filamentlerine iletmekte ve bunun
sonucunda yapisma asamasinda hiicreler komsu hiicreleri kismen ya da tamamem

psddopod benzeri uzantilar ile sararak bir kitle olusturmaktadir (221).

Burada olusan bu ii¢ boyutlu yapi avaskiiler tiimoér dokusunu veya solid
tiimorlerin mikroagregatlarinin; kanser hiicrelerinin biiylime kinetikleri, mikrogevre
etkilesimi ve in vivo morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerini taklit etmesi agisindan
onemli avantaja sahiptirler (220). Sferoidlerin periferinde yerlesmis olan hiicreler, in
vivo tiimor dokusunda Kkapillerlere yakin olan ve aktif olarak g¢ogalmakta olan
hiicrelere karsilik gelmektedir. Daha merkezde yer alan hiicreler ise nekroza ugrayan

sessiz hiicreleri temsil eder. Bu durum ise sferoidden i¢e ve disa dogru olan difiizyonun
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kisitli olmasi nedeniyledir. Bunun negatif etkileri yaninda olumlu etkileri de
bulunmaktadir. Kisith difiizyon nedeniyle merkez hiicreler oksijen, besin maddeleri,
sitokinler, biiylime faktorlerine erisim ve metabolik atiklar1 uzaklastirma konusunda
sikintt yasamaktadir. Aym diflizyon kisitlamasina kemoterapotik ajanlar da maruz
kalmakta, merkezdeki hiicrelere uygulanan etken maddeler de daha az oranda
ulagsmaktadir (222).

Genel olarak 2B ve 3B kiiltiirler arasinda, kanser hiicrelerinin kemoterapotik
ajanlara cevaplari konusunda bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar1 destekleyen
bulgular goriilmektedir. Ornegin Mellor ve ark. nin yaptigi bir ¢alismada SFU,
vinblastin-doksorubisin ve sisplatin gibi ajanlar DLD-1 kolon adenokarsinom
hiicrelerine verilmis; ila¢ etkinlikleri arastirilmistir (223). Bu ¢alismada tek tabaka
kiiltiir ve li¢ boyutlu kiiltiir arasinda belirgin oranda farkli sonuglar elde edilmistir
(223). Benzer sekilde HT-29 ve HCT116 kolon kanser hiicreleri ile yapilan bagka bir
calismada ilag etkinligi ve ICso degerleri; SFU, irinotekanin kullanildig: tek tabaka ve
sferoid kiiltiirlerde 24 ve72 saat araliklarinda arastirilmistir ve farkliliklar gézlenmistir
(222). Orlandi ve ark. ise farkli ajanlarla benzer bir ¢alismayr MCF-7 meme kanser
hiicre hattinda gergeklestirmisler; ICso degerinin 24. saat sonunda sferoid kiiltiirde
hafifce daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu calisma ayrica sferoidlerde ilag direncinin
maruziyet zamani ile iligkisini ortaya koymasi agisindan da énemlidir (224). Ayrica,
kolon kanserinde sferoid model ile direkt kolon kanserli hastalarin timor dokusundan
alinan hiicrelerin; hiicre yiizey belirtegleri, genetik parmak izleri, mutasyon profili
acisindan incelendigi bir ¢alismada; ii¢ boyutlu tiimdr sferoidlerinin timor dokusu ile
biiyilk oranda benzerlikler tasidigi gorilmektedir (225). Bu agidan bu tez
calismasindaki 2B ve 3B kiiltlir sonuglar1 arasinda goriilen farkliliklarin literatiir

bulgular1 ile de uyumlu oldugu diistiniilmektedir.

Hiicresel biiylimenin uygun bir sekilde kontrolii hiicre ylizeyinden baslayan ve
niikleusa ulasan bir dizi karmasik sinyal yolag: ag1 ile gerceklestirilir. Bu yolaklarda
yer alan bir¢ok gen ise insan kanserlerindeki potansiyel mutajenik hedefler olarak
kabul edilmektedir. Normalde hiicre biiylimesini uyaran onkogenlerin anormal
aktivasyonu, normal hiicresel biiylime sinyallerine cevap verme yeterliliklerini
bozarak asir1 ¢ogalmaya neden olur (226). Bu tip mutasyonlar tiimor baskilayici

aktiviteyi aktive edebilir ve hiicrelerde apoptotik yolaklari uyarabilir. Eger tiimor
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baskilayici aktivitelerin diizenlenmesinde kayip meydana gelirse, bu durum tiimor
olusumu ile sonuglanabilir. Gelistirilmekte olan bir kanser tedavisinin tiimori yok
edebilmesi i¢in saglam bir apoptotik yolagin gerekli oldugu, bu alanda yapilan
calismalar sonucunda anlasilmistir (89). Kanserle iliskili oldugu tespit edilen genlerin
sayisi arttikca, potansiyel tedavi hedeflerinin sayisi da artmaktadir. Onkogenler, timor
baskilayicilar ve apoptotik diizenleyiciler hakkindaki bilgi diizeyi arttik¢a, kanser
tedavilerinin etkinlginin de artmasi beklenmektedir. Bu agidan hem kolon kanser
hiicrelerinde borik asit etkisiyle, apoptotik yolaklarla ilgili genlerde meydana gelen
degisimleri aydinlatmak; hem de immunohistokimyasal olarak ¢esitli yontemlerle
gosterilmis olan apoptozun molekiiler yolaklarla baglantisinin kurabilmesi amacryla,
bu tez ¢alismasi kapsamina gen ekspresyon c¢alismasi da dahil edilmistir. Bu amagla
75 mM borik asitin; SW-480 hiicrelerinde apoptotik yolaklarda farkli mekanizmalarda
yer alan 84 genin ekspresyon diizeylerine etkileri QRT-PCR metodu ile incelendi.

Apoptozun molekiiler biyolojisi incelendiginde, apoptozun belirli noktalarda
birbiri ile iliskili de olabilen ¢ok farkli sinyal yolaklar1 ve molekiiler mekanizmalarla
gergeklestigi goriilmektedir. Rutin olarak, basit bir sekilde apoptoz ic¢in yapilan
intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolak ayrimi bile; her bir yolagi uyaran faktorler,
sinyal mekanizmalari, gorev alan molekiiller ve tiim bu etkenler arasindaki
etkilesimler ele alindiginda yeterince karmasik olabilmektedir. Gen ekspresyon
caligmalar1 harig, bu tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen diger deneyler ile
apoptozun varligi tespit edilmesine ragmen, sorumlu molekiiler mekanizma ile ilgili
kesin bir ¢ikarim yapma olanagi bulanamamistir. Bu nedenle gen ekspresyon
calismalar1, apoptozdaki bir¢ok farkli mekanizmayr hedef alacak sekilde genis
kapsaml olarak planlandi. Bu amagla qRT-PCR ¢alismasinda “Roche® Real-Time
Ready Human Apoptozis Panel 96” kiti kullanildi. Bu kit, insan hiicrelerinde apoptotik
stirgte kilit role sahip ¢esitli genlerin ekspresyon proflini ortaya koymak iizere
tasarlanmis olmasi nedeniyle bu tez c¢alismasimin ihtiyaglarina cevap verecek
niteliktedir. Panelde; pro-apoptotik/anti-apoptotik protein aileleri olarak ve ayrica
apoptozda yer aldiklar1 yolaklara gore siniflandirilabilecek 84 adet apoptoz iliskili gen
yer almaktadir. 2B ve 3B kiiltiirde SW-480 hiicrelerinin BA uygulamasinin 48.
saatinde toplanan hiicreler, uygun kosullarda calismanin yapilacagi merkeze sevk

edilerek gen ekspresyon caligsmalari gerceklestirildi.
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gRT-PCR sonuglart incelendiginde 2B kiiltiirde SW-480 hiicrelerinde BA
grubunda kontrol grubuna kiyasla; BAD, BCL2L10, BCL2L11, HTRA2, TNF ve
TNFSF8 genlerinin ekspresyonlarinin arttigi gortildi. 3B kiiltiirde ise BA grubunda
kontrol grubuna kiyasla; MCL-1, REL ve TNFRSF10A genlerinin ekspresyonlarinda
artis tespit edildi.

Sonuglar 2B ve 3B kiiltiirler arasinda degerlendirildiginde ayni hiicre hattinda,
ayni siire boyunca, ayni dozda etken maddeye maruziyet sonucunda gen ekspresyon
degisimlerinin farkli oldugu goriilmektedir. Bu durumun 3B kiiltiir ve 2B kiiltiir
arasindaki molekiiler biyolojik farklilikla iligkili oldugu degerlendirilmektedir. 2B
kiiltiir sistemlerinde hiicrelerin gerek hiicreler arasi ve gerekse mikro ¢evre ile olan
etkilesimlerindeki eksiklikler ya da hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi nedeniyle
ortaya ¢ikan durumlar, hiicrelerin c¢esitli sinyal mekanizmalarina karsi olusturulan
hiicresel yanitlarda degisiklige neden olabilir. Ornegin HER2 pozitif meme kanser
hastalarinda ve 3B Kkiiltiirlerinde hiicre biiyiimesi, Trantuzumab tarafindan inhibe
edilmekte iken 2B kiiltiirlerde bu durum gerceklesmemektedir. Ciinkii 2B kiiltiirlerde
HER2/HER3 heterodimerizasyonu goriiliir. Ancak 3B kiiltiirde HER2 homodimerleri
olusur ve MAPK sinyal yolagi aracilig: ile etki gosterirken 2B kiiltiirde reseptorde

meydana gelen heterodimerizasyon nedeniyle PI3K yolagi aktive olur (227).

Bir bagka ornekte ise; mezotelyoma hiicrelerinin 3B kiiltiirde ¢cogaltildiklarinda
apoptoza kars1 ek bir diren¢ kazandiklar1 goriilmiis ve bu 6zellik “multiseliiler direng”
olarak adlandirilmistir (228). Bu ve benzeri sonuglar hiicrelerin in vitro kosullarda 2B
mikro gevrede kiiltiire edildiklerinde fonksiyonel ve fenotipik karakteristiklerini
kaybettiklerini gostermektedir. Hiicreleri 3B, ECM olusturan sitemlerde kiiltiire
etmek; protein ekspresyonlarinda, hiicre morfolojisinde ve klinik ¢ikarimlar i¢in gen
cevaplariin tahmininde dogru sonuglara yonlendirebilir (229). Ciinkii tiim normal
hiicrelerin ve malign epitelyal hiicrelerin ortak 6zelligi ECM ile fizyolojik olarak siki
bir iligki icinde olmasidir. ECM; c¢esitli  fibréz  proteinlerden  ve
glikozaminoglikanlardan olusan, epitelyal hiicreleri ve hiicre disi bosluklarim
cevreleyen ve onlara bazal membran olusturan bir yapidir. Bu yap1 hiicrelere sadece
fiziksel destek saglamaz, ayni zamanda hiicre kutuplagsmasi ve biiylimesi i¢in anahtar

nitelikte biyokimyasal yapilar ve sinyaller igerir (230).
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Hiicreler birgok ¢alismada ¢ogunlukla diiz yiizeyler iizerine tek tabaka halinde
kiiltiire edilmektedir. Ancak bu kosullar hiicrelerin in vivo ortamda sahip olduklari
doku yapilanmasinin ve hiicre hiicre baglantilarinin kayb1 nedeniyle ger¢ek kosullari
taklit etme konusunda yetersizdir. Bir¢ok ¢alisma 3B kiiltiirdeki hiicrelerde tedaviye
yanit olarak gen ekspresyon profillerinin 2B kiiltiirdeki hiicrelerden farkli oldugunu ve
in vivo kosullardakine daha yakin oldugunu gostermektedir. Insan tiimérlerine benzer
sekilde; ¢ogalmakta olan, sessiz ve 6lmekte olan hiicreler; 3B sferoidlerin normoksik,
hipoksik veya nekrotik alanlarinda bulunmaktadir. In vivo kosullarda karsinoma
hiicreleri sadece 3B yap1 olusturmazlar; ayn1 zamanda onlar1 gevreleyen ECM ve
stromal tiimdr hiicreleri ile de etkilesime girerler. Bu etkilesimlerin tiimoriin gelisimi
ve ilerlemesi agisindan oldukga gerekli oldugu bilinmektedir. Ciinkii bu etkilesimler
hem tiimor hiicrelerinde hem de stromal hiicrelerde ¢esitli sinyal yolaklarinda
degisiklige neden olmaktadir (231). Bu nedenlerle 3B modellerin tiimér biyolojisinin
anlasilmasinda ve ilag cevaplarmin arastiritlmasinda 2B modeller ve hayvan deneyleri

arasindaki boslugu dolduran degerli galismalar oldugu distiniilmektedir (206).

Bu tez ¢aligmasindaki 2B kiiltiir gen ekspresyon sonuglari kendi igerisinde
degerlendirildiginde; BAD, BCL2L11, HTRA2, TNF, BCL2L10 ve TNFSF8 genlerinin
ekspresyonunda borik asit gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla anlamli bir artis
oldugu goriilmektedir. Bu artiglarin biyolojik sonuglarinin anlasilabilmesi igin
oncelikle ilgili gen frlinlerinin apoptotik yolaklardaki yerlesimlerinin ve

fonksiyonlarmin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.

BAD; tam ismiyle “BCL2 associated agonist of cell death” insan genomunda
11. kromozomda yer alan bir gendir. Bu gen tarafindan kodlanan protein BCL-2
ailesinin bir tiyesidir. Bilindigi iizere apoptozun diizenleyici molekiilleri olarak bilinen
bu molekiillerin hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik &zellikte olanlar1 vardir ve
mitokondriyal yolaklarda etkin olarak rol oynarlar. Bazi BCL-2 ailesi iiyeleri ise
ekstrinsik yolak ve mitokondriyal yolak arasinda baglantiyr kurmaktadir. BAD bu
protein ailesinin bir iiyesi olarak BCL-XL ve BCL-2 gibi anti-apoptotik proteinler ile

heterodimerler olusturarak apoptozu pozitif olarak diizenler.

BCL2L11; tam ismiyle “BCL2 Like 11” ya da “BCL-2 Interacting Mediator of

Cell death” insan genomunda 2. kromozomda yer alir. Bu gen tarafindan kodlanan
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protein de BCL-2 ailesinin bir iiyesidir ve BAM, BIM veya BOD olarak da adlandirilir.
BIM normal kosullarda hiicrede mikrotiibiillerde dinein hafif zincirlerine bagl olarak
bulunur. Apoptotik uyari sonucu fosforile oldugunda ise bulundugu yerden ayrilir ve

mitokondriye gecerek BCL-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin etkilerini bloke eder.

HTRA2; tam ismiyle “HTRA serine peptidase 2” insan genomunda 2.
kromozomda yer alir. Bu gen tarafindan kodlanan HTRAZ proteini bir serin proteazdir.
Bu protein endoplazmik retikulum igerisinde ve mitokondride lokalizedir. Apoptotik
uyart sonucu mitokondriden sitoplazmaya geger ve burada IAP’lere baglanarak
apoptozu indiikler. Bilindigi lizere IAP’ler hem baslatici hem efektoér kaspazlar
tizerinden etki gosterebilirler. HTRAZ2 ve benzeri bazi molekiiller ise bunlar1 inhibe

ederek kaspazlar lizerindeki baskilamay1 ortadan kaldirirlar.

TNF; tam ismiyle “Tumor Necrosis Factor” insan genomunda 6. kromozomda
yer alir. Bu gen tarafindan kodlanan protein TNF {ist ailesinin iiyesi, ¢ok fonksiyonlu
bir sitokindir. Ilgili reseptorleri ile etkilesime gecerek hiicre cogalmasi, farklilasma,
apoptoz, lipid metabolizmas1 ve pihtilasma gibi cesitli biyolojik fonksiyonlarin

diizenlenmesinde rol oynar.

BCL2L10; tam ismiyle “BCL2 Like 10” insan genomunda 15. kromozomda yer
almaktadir. Genin protein triinii BCL-2-L-10, BCL-B, Diva veya Boo olarak
isimlendirilir. Bu protein BCL-2 ailesini bir iiyesidir. BCL-B; BCL-2, BCL-XL ve
BAX gibi ailenin {iyesi diger proteinler ile etkilesime girebilir. BCL-B’nin BAX
tarafindan indiiklenen apoptozu baskilayabildigi, ancak aym etkiyi BAK tarafindan
indiiklenen apoptoz iizerinde gostermedigi bilinmektedir. Diger taraftan bu proteinin
farelerdeki karsilig1 olan proteinin Apafl ile etkilesime girdigi ve kaspaz 9’un da yer
aldig1 bir protein kompleksi olusturdugu ve bdylece kaspaz 9 aracili apoptotik yolakta

yer aldig1 goriilmektedir.

TNFSF8; tam ismiyle “TNF superfamily member 8” insan genomuda 9.
kromozomda yer alir. Gen protein {iriinii ayrica CD153, CD30L, CD30LG veya
TNLG3A olarak da bilinir. Bu protein TNF ligand ailesinin iiyesi bir sitokindir. Bu
sitokin TNFRSF8/CD30 hiicre yiizey antijeni i¢in bir liganttir. Ayn1 zamanda Hodgkin

lenfoma ve iliskili hematolojik malignitelerde bir belirtectir. Bu sitokinin bazi lenfoma
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hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu artirdigr gozlenirken, bazi lenfoma hiicrelerinde

ise hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve hiicre 6liimiine neden oldugu goriilmektedir.

2B kiiltiir i¢in bahsedilen genlerin ekspresyonlarindaki artig bir biitiin olarak ve
immunohistokimyasal bulgularin 1s1g1inda degerlendirildiginde bazi 6énemli noktalar
gdze carpmaktadir. Oncelikle immunohistokimyasal ¢alismalarda; borik asit
gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla TUNEL ve kaspaz 3 isaretlenme indeksindeki
anlamli yiikseklik, bu hiicrelerin apoptoza gittigini gostermektedir. Ayrica BrdU ile
yapilan immunohistokimyasal ¢alismada borik asit gruplarinda isaretlenme indeksinin
kontrol  gruplarina  kiyasla anlamli  olarak  diisik olmasi; hiicrelerin
proliferasyonundaki azalmanin bir gostergesi olarak TUNEL ve kaspaz 3 sonuglarini
desteklemektedir. AIF ile olan immunohistokimyasal boyamada ise borik asit
gruplarinda kontrol gruplarina gore isaretlenme indeksinde anlamli bir artis olmasina
karsin, genel olarak zayif bir isaretlenme oldugu goriillmektedir. Bu durum borik asit
etkisiyle gelisen apoptotik durumdan mitokondriyal yolagin sorumlu olamayacagini
diisiindiirmektedir. Ciinkii AIF normalde mitkondriyal membranlar arasinda bulunan
bir proteindir ve intrinsik apoptotik yolagin etkisiyle buradan salinarak; bir taraftan
DNA fragmantasyonuna, bir taraftan da mitokondriyal membranlarin gegirgenliginin
artmasma neden olur. Bu tez c¢alismasindaki immunohistokimyasal bulgularda,
hiicrelerde zayif AIF boyanmasinin tespit edilmesi; intrinsik yolagin tam olarak aktif
olmadiginin ve heniiz yeteri kadar AIF’in sitoplazmaya ge¢cmediginin gostergesi
olarak degerlendirilmektedir. Kuvvetli kaspaz 3 boyanmasma karsi zayif AIF
boyanmasi apoptozun ekstrinsik yolak iizerinden basladigi ancak daha ge¢ asamalarda
mitokondriyal yolagin da devreye girmeye calistigi ve ilerleyen asamalarinda
ekstrinsik yolaga ek olarak intrinsik yolagin da aktive olabilecegine dair bir bulgu
olarak yorumlanmaktadir. Bir bagka degerlendirme ile ise bu durum; ekstrinsik yolagin
etkin olmasina karsilik, mitokondriyal yolag: aktive edecek yeterli uyaran veya yeterli
miktarda sinyal molekiilii olmadigindan; intrinsik yolagin aktive olamadig ve kuvvetli
bir AIF boyamasina neden olacak kadar mitokondriyal membran biitiinliigiinde

bozulma meydana gelmedigi seklinde yorumlanmaktadir.

Genetik sonuglarin verileri ile birlikte degerlendirme yapildiginda da benzer
cikarimlar elde edilmistir. Oncelikle borik asitin etkisiyle TNF ekspresyonunda artis
oldugunu goriilmektedir. Bilindigi {izere TNF ekstrinsik apoptotik yolagin en 6nemli
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ligandlarindan biridir ve TNF reseptorleri {izerinden apoptozu indiikler. Bu durum
borik asitin hiicrelerde TNF bagimli bir mekanizma ile ekstrinsik yolak {izerinden
apoptoza neden olabilecegini gostermektedir. Borik asit etkisiyle hiicre kaderi
apoptotik 6liim olarak belirlenmis ve bunu uygulamak tizere gen ekspresyonlar
degistirilerek TNF ekspresyonlar1 artirillmigtir. Artan TNF ligandlarinin  da
immiinohistokimyasal bulgularla da uyumlu olarak apoptoza neden oldugu goriisii
agirlik kazanmaktadir. Ama ayni zamanda hiicrelerde BIM ve BAD gibi mitokondriyal
yolakla ilgili baz1 proteinlerin ekspresyonlarinda da artis oldugu goriilmektedir. Bu
durum immiinohistokimyasal olarak zayif AIF boyamasi ile birlikte
degerlendirildiginde farkli ¢ikarimlara ulagsmak miimkiindiir. Borik asit etkisiyle
hiicrede muhtemelen apoptotik siireci kuvvetlendirmek i¢in ya da ikinci bir etki yolu
olarak intrisik apoptotik yolagin, tistelik TNF reseptorii ile iligkili mekanizmalarda yer
alan bir intrinsik yolagin, siirece katilmaya calisildigi, ancak heniiz yeterli bir
aktivasyon diizeyine erismedigi seklinde yorumlamak miimkiindiir. Ciinkii TNF
ligand-reseptor etkilesimi sonras1 mekanizmalar ayn1 zamanda kendi kendini inhibe
edebilecek, apoptozdan kagis noktalarina sahip bir yolaktir. Bu inhibisyonun 6niine
geemek i¢in ekstrinsik apoptozun yaninda intrinsik mekanizmalari da aktive ederek
apoptozu garanti altina almak oldukca anlamli goriilmektedir. Ustelik ekstrinsik
yolakta etkin oldugu disiiniilen TNF mekanizmasi aynm1 zamanda inrinsik
mekanizmay1 uyarict bir yan yolaga da sahiptir. Zayif Aif boyanmasiyla ilgili olarak
yapilabilecek diger bir degerlendirme de; intrinsik yolakta bir takim proteinlerin
birbirlerinin inhibisyonu ile seyreden asamali bir mekanizmaya sahip olmasi nedeniyle
TNF aracili ekstrinsik yolak kadar hizli bir cevap gelismiyor olabilecegi seklindedir.
Ciinkii bilindigi tizere BIM de BAD da mitokondriyal yolagin aktivitesini negatif
olarak diizenleyen yani mitokondriyal yolak iizerinden gergeklesecek olan apoptozu
baskilayacak BCL-2 ve BCL-XL gibi proteinlerin etkisini inhibe eden proteinlerdir ve

burada asamali bir siire¢ bulunmaktadir.

Burada ayrica borik asitin etkisi ile hiicrede HTRAZ2 ekspresyonlarinin da arttigi
goriilmektedir. Bilindigi tizere HTRAZ sitoplazmada hem efektor kaspazlari hem de
baslatic1 kaspazlar1 inhibe eden inhibitor proteinleri bloke etmektedir. Bu durumu
hiicrelerde borik asit nedeniyle gerg¢eklesecek olan apoptotik siireci kuvvetlendirmek,

stire¢ lizerinde inhibisyona neden olabilecek proteinleri bloke edebilmek adina
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HTRA2 ekspresyonunun artirildigi seklinde yorumlamak miimkiindiir. Ciinki;
Intrinsik yolak {izerine etki eden apoptotik stress pro-apoptotik BCL-2 ailesi tiyelerinin
ekspresyonunu veya aktivasyonunu tetikler. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik BCL-2
tiyeleri arasindaki denge ilk karar noktasidir. Eger yeteri kadar apoptotik uyarim
alinmigsa pro-apoptotik BCL-2 proteinleri dis mitokondriyal membranda kanal yapisi
olusturarak sitokrom-c salinimini uyarir. Sitokrom c’nin tetiklenmesi ikincil bir karar
noktasidir ve buradaki belirleyici rol IAP’ler diizeylerine baglidir. Onceden apoptotik
strese maruz kalma veya daha 6nceden var olan yiiksek IAP ekspresyon diizeyi, yeni
aktive olmus kaspaz 9 diizeyini ya da aktive olmus herhangi bir efektor kaspazi
baskilayabilir. Ancak yeterli diizeyde kaspaz 9 aktivasyonu gerceklesirse, kaspaz 3
ve/veya kaspaz 7’yi aktive ederek IAP’ler lizerindeki kaspaz 9 baglanma bolgeleri
ortadan kaldirilir. Ayrica aktive olan kaspazlar mitokondiryal membran gegirgenligini
bozarak AIF, SMAC ve OM/I’nin salinimina neden olur. AIF ¢ekirdege gecerek
kromatin yogunlagsmasina neden olurken; SMAC ve OMI, IAP’lerden geriye kalanlari
inhibe ederek kaspazlarin oniindeki kisitlamayir ortadan kaldirir (232). IAP’lerin
apoptozun kontroliinde {istlendikleri merkezi rol, bir¢ok primer tiimér dokusunda ve
kanser hiicre hattinda IAP ekspresyon seviyelerinin artmis olmasi ile kanitlamaktadir
(233).

Elde edilen sonuglarda ayrica ilging bir detay dikkat ¢cekmektedir. Daha 6nce
bahsedildigi tizere TNF resptorii aracilt sinyal yolagi karmasik bir mekanizma agina
sahiptir. Sekilde de gorildigi tizere (Sekil 35) reseptor ligand etkilesimi sonrasi
TRADD; FADD ile etkilesime girerse (Sekil 35, 1 nolu y6n) klasik ekstrinsik yolagin
bir sekli olan molekiiler siiregler devreye girmektedir. Ancak TRADD; 6nce RIP sonra
da TRAF2 ile etkilesime girer (Sekil 35, 2A ve devamindaki yon) ve MKK-1
tizerinden JNK sinyal yolagi aktive olursa apoptozun mitokondriyal yolaginda goriilen
molekiiler olaylar gerceklesmektedir. Ustelik JNK aracili bu yolak BIM ve BAD 1,
sinyal yolag: tarafindan aktive edilmesi ve bu proteinlerin de BCL-2 ve BCL-XL’yi
inhibe etmeleriyle ger¢eklesmektedir. Yani gen ekspresyon artisiyla ilgili elde edilen

sonuglardan ti¢ii de ayn1 mekanizma tizerinde birlesebilmektedir.
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Sekil 35. TNF-BIM-BAD iliskisi.

Sinyal yolaginin aktivasyonunu takiben JNK fosforile olur (Sekil 36). Fosforile
JNK ayn1 zamanda ¢ekirdege gecer ve c-Jun’u fosforilleyerek aktive eder. Bu ise
aralarinda TNF-a, FAS-L ve BAK gibi bazi genlerin yer aldigi bir grup pro-apoptotik
genin transkripsiyonundan sorumlu bir transkripsiyon faktorii olan AP-1"1 (Activator
Protein 1) aktive eder (121). Yine burada JNK aracili TNF transkripsiyonunun artiyor
olmasi da bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular agisindan da oldukga dikkat
cekicidir. Ancak ilging bir sekilde TNF-TRADD-RIP-TRAF2 yolaginda apoptozdan
kagisa neden olabilecek yan yollar da mevcuttur. Eger TRAF2 etkisiyle MKK-1 degil
de NIK aktivasyonu olursa, NF-kB sinyal yolagi aktive olmakta ve bu sinyal yolagi da
hem JNK sinyal yolagi aracili intrinsik apoptotik yolagi direkt etki ile
baskilayabilmekte (Sekil 35, 3B yonii), hem de anti-apoptotik faktdrler olan c-1AP-1,
c-1AP-2 ve TRAF-1 gibi molekiillere baglanarak bir sinyal kompleksi olusturup TNF-
TRADD-FADD-kaspaz 8 aktivasyonu ile giden ekstinsik mekanizma iizerinden
apoptozu baskilayabilmektedir (Sekil 35, 3A yonii). Hiicrelerde borik asit etkisiyle
BIM ve BAD gibi mitokondriyal yolakla ilgili proteinlerin yani sira TNF gibi
ekstrinsik yolakla ilgili bir proteinin de ekspresyonunda artis tespit edilmistir. Bu

acidan degerlendirildiginde TNF reseptor-ligand etkilesiminin farkli adaptor proteinler
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aracilig1 ile hem ekstrinsik hem intrinsik yolak {izerinden apoptoza neden olabilme

yetenegi bu agidan olduk¢a anlamlidir.
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Sekil 36. JNK sinyal yolagi TNF-R1 iliskisi (119).
3B kiiltiir gen ekspresyon sonuglarmi kendi igerisinde degerlendirildiginde;
MCL1, REL, TNFRSF10A genlerinin ekspresyonunda borik asit gruplarinda kontrol
gruplarina kiyasla anlamli bir artis oldugu goriilmektedir. Bu artislarin biyolojik
sonuglarinin anlasilabilmesi i¢in 6ncelikle ilgili gen {irlinlerinin apoptotik yolaklardaki

yerlesimlerinin ve fonksiyonlariin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir

MCL1; tam adiyla “MCLI, BCL2 family apoptosis regiilatér” insan
genomunda 1. kromozomda yer almaktadir. Genin protein tirtinit MCL1; BCL-2 ailesi
liyesi anti-apoptotik bir proteindir. Ancak alternatif kesim sonucu farkli transkript
tipleri ortaya ¢ikmaktadir. Izoform 1 olarak isimlendirilen en uzun gen iiriinii apoptozu
inhibe ederek hiicre sag kalimini desteklerken, izoform 2 ve izoform 3 olarak

isimlendirilen daha kisa kesilmis gen {irlinleri apoptozu uyarmaktadir.

REL; tam adiyla “REL proto-oncogene, NF-kB subunit” insan genomunda 2.
kromozomda yer almaktadir. Bu aile iiyeleri apoptoz, inflamasyon, immun cevaplar,
ve onkojenik siireclerle ilgili genleri diizenler. Bu protoonkogen, o&zellikle B

lenfositlerin ¢ogalmasinda 6nemli bir rol oynar. Ancak bazi hiicrelerde apoptotik
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cevaplara da neden olmaktadir ve Rel/NF-kB’ nin apoptozu uyarmasi veya inhibe

etmesi, hiicre ve uyaran tipine gore degisebilmektedir.

TNFRSF10A; tam adiyla “TNF receptor superfamily member 10a” insan
genomunda 8. kromozomda yer alir. Bu gen tarafindan kodlanan protein TNF reseptor
iist ailesinin bir {iiyesidir ve DR4, APO2, CD261 veya TRAILRI olarak da
isimlendirilir. Bu reseptér TNF iliskili apoptoz indiikleyici ligand tarafindan aktive

edilir (TNFSF10/TRAIL), bunun sonucunda apoptozu uyarici sinyal olusur.

3B kiiltiir i¢cin bahsedilen genlerin ekspresyonlarindaki artis bir biitiin olarak ve
immunohistokimyasal bulgularin 1s1ginda degerlendirildiginde; immunohistokimyasal
caligmalarda, borik asit gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla TUNEL ve kaspaz 3
isaretlenme  indeksindeki anlamli yiikseklik hiicrelerin apoptoza  gittigini
gostermektedir. Ayrica BrdU ile yapilan immunohistokimyasal ¢alismada Borik asit
gruplarinda isaretlenme indeksinin kontrol gruplarina kiyasla anlamli olarak diisiik
olmasi; hiicrelerin proliferasyonundaki azalmanin bir gostergesi olarak TUNEL ve
kaspaz 3 sonuglarini desteklemektedir. AIF ile olan immunohistokimyasal boyamada
ise borik asit gruplarinda kontrol gruplarina gore isaretlenme indeksinde anlamli bir
artma olmasina karsin, genel olarak zayif bir isaretlenme oldugu goriilmekedir. Bu
durum borik asit etkisiyle gelisen apoptotik durumdan kesin olarak mitokondriyal
yolagin sorumlu olup olmadigini degerlendirme konusunda yetersiz oldugu seklinde
degerlendirilmektedir. 3B Kkiiltiirdeki tiim immunohistokimyasal isaretlenme
indeksleri, 2B kiiltiirdekilere kiyasla daha diisiik olmakla birlikte; sonuglar 2B kiiltiir
sonuclar1 ile benzerlikler gosterdigi goriilmektedir. 3B kiiltiirde ekspresyonu artan
TNFRSF10A (TRAILR1/DR4) ekstrinsik yolagin onemli reseptorlerinden biridir.
Bilindigi tizere TRAIL 6zellikle normal hiicrelerden ziyade kanser hiicre hatlarinda
apoptozu uyarmaktadir. Aktive olan TRAIL-R1 reseptori FADD’1 ve kaspaz 8
baglayarak DISC yapilarim1 olusturur ve ekstrinsik apoptotik yolagi aktive
edebilmektedir. MCL-1 embriyonik gelisim ve bir¢ok yetiskin hiicre serisinde
yasamsal fonksiyonlara sahiptir. Normal kosullarda MCL-1 dis mitokondriyal
membran lizerinde yerlesmistir ve burada BAX ve BAK aktivasyonunu engelleyerek
mitokondriyal biitiinliiglin bozulmasini ve dolayisi ile mitokondriyal apoptotik yolagin
aktivasyonunu engeller. Bir¢ok kanser tiirinde MCL-1 yiiksekligi kemoterapotik
direng ve niikslerle iliskilendirilmistir. Bu agidan bakildiginda MCL-1 anti apoptotik
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yolakta dnemli bir yere sahiptir. REL/NF-KB ailesi proteinler bilindigi gibi, ¢esitli
ekstraseliiler uyarilara cevap olarak post-translasyonel olarak diizenlenen ve c¢esitli
hiicresel cevaplara aracilik eden bir ag olustururlar. Bir¢ok ¢alisma REL/NF-KB hem
apoptozu uyarabilecegini hem de apoptozdan koruyucu etkiler gosterecebilecegini
vurgulamaktadir. Ornegin bircok hiicre tiiriinde; farkli REL/NF-KB proteinleri dimer
olusturma konusunda, kB bdlgelerine baglanma afinitesi agisindan ve uyarildigi sinyal
mekanizmalar1 agisindan farklilik gosterse de sonug¢ olarak NF-xB anti-apoptotik
genlerin ekspresyonunu artirirken, apoptotik genlerin ekspresyonlarini azaltmaktadir.
Ancak osteoblastlarda ve myeloid hiicrelerde NF-kB apoptoza aracilik etmektedir.
Ayrica endotelyal hiicrelerde oksidatif stres bagimli apoptozun da NF-kB araciligi
oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar 1s18inda ise kesin olan NF-kB nin apoptozda rol
oynadig1 ancak tek basina apoptozu diizenleme yeterliligi olmadigi; bu konuda hiicre
ve uyaran tipinin belirleyici rol oynadigidir. Bu tez ¢alismasindaki 3B kiiltiir gen
ekspresyon bulgulari bu a¢idan immunohistokimyasal sonuglarla birlikte
degerlendirildiginde, TRAIL aracili bir ekstrinsik yolagin etkin olabilecegi
degerlendirilmektedir. Diger ekspresyonu artan iki gen ise MCL-1’de oldugu gibi
alternatif kesim sonucu olusan proteinleri ile veya NF-kB’ de oldugu gibi pro-
apoptotik veya anti-apoptotik ozellikler gosterebilmektedir. Bu tez ¢alismasinda ise
apoptozu destekledikleri veya engelleyeceklerse bile yeterli bir etki diizeyi ortaya

cikaramadiklar1 degerlendirilmektedir.

Gen ekspresyon caligmalarinin sonuglari bazi sinyal yolaklart ile muhtemel
baglantilar kurmus olmakla birlikte bu anlamda kesin sonuglara ulasabilmek i¢in daha
genis kapsamli ileri arastirma tekniklerine ihtiyag vardir. Her seyden dnce qRT-PCR
caligmas1 sadece ilgili genlerin ekspresyonlarindaki degisimleri gostermektedir.
Ancak gRT-PCR ¢alismasinda ekspresyonunda artis tespit edilen genlerin proteine
dontisiip doniismedigi hatta proteine doniigsmiis olsa bile bunlarin aktif olup olmadig
bu yontemle tespit edilememektedir. Bu agidan daha net sonuglara ulagabilmek adina,
ileri arastirmalarda ilgili protein {iriinlerinin miktarlar1 ve tespit edilen sinyal
yolaklarinin aktivite durumlart da degerlendirilmelidir. Yapilan c¢aligmalarda
apoptozun belirlenmesi kadar, ilgili apoptotik yolakla ilgili sinyal yolaklari hakkinda

bilgi edinebilmek de biiyiik 6nem tasimaktadir. Ciinkii bir¢ok dogal bilesik 6nemli bir
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etki mekanizmasi olarak, kanser hiicrelerindeki ¢esitli sinyal iletim yolaklarin1 hedef

almakta ve boylelikle hiicre sag kalimi ve ¢gogalmasi tizerine etki etmektedir.

Hem kanser patogenezindeki birgok mekanizma hem de kanser tedavisi igin
arastirtlan birgok ajan apoptotik yolaklar1 hedef almaktadir (67). Uygun apoptotik
sinyallerin varlig1 hiicre 6liimii ve yasami arasindaki dengenin ve ayni zamanda
genomik biitiinliigiin korunmasi agisindan gereklidir (234). Kanser hiicreleri apoptotik
yolaklar1 transkripsiyonel, translasyonel ve post-translasyonel olarak diizenleyebilir.
Bazi durumlarda kanser hiicreleri anti-apoptotik genlerin ekspresyonunu artirarak
veya pro-apoptotik genlerin ekspresyonunu azaltarak apoptozdan kacabilir. Bazi
durumlarda ise bunu pro-apoptotik proteinleri stabilize, anti-apoptotik proteinleri ise
destabilize ederek basarirlar. Dahasi kanser hiicreleri anti apoptotik veya proapoptotik
proteinlerin fonksiyonlarini fosforilasyon gibi post translasyonel olaylarla degistirerek
apoptozdan kagabilir. Bu olaylarin biri veya bir kag1 ayn1 anda kanser hiicrelerinde
mevcut bulunabilir (35). Kanser hiicreleri temel olarak; pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerin dengesini bozarak, kaspaz aktivitesini azaltarak ve olim

reseptor sinyal mekanizmalarini bozarak apoptozu etkiler (68).

Bu tez calismasi ve benzeri ¢alismalardan elde edilen sonuglar ile borun
kimyasal ozelliklerinin aydinlatilmasi sonucu elde edilen veriler, borun medikal
alanda kullanim1 6niindeki bariyerleri yavas yavas ortadan kaldirmaktadir. Bu alanda
daha fazla arasgtirma yapilmakta ve bu aragtirmalar meyvelerini vermeye
baslamaktadir. Ornegin bor icerikli klinik kullammdaki tek ilag¢ olan proteozom
inhibitorii etkiye sahip bortezomib (Velcade ®) 2003 yilindan beri basarili bir sekilde
multiple myelom ve Hodgkin’s lenfoma tedavisinde kullanilmaktadir. Diger baz1 bor

igerikli ilaglar ise klinik ¢alismalarin farkli fazlarinda bulunmaktadir (235).

Bu tez calismasindan elde edilen veriler; hem 2B hem 3B kiiltiirde, borik asit
gruplariminda BrdU ile isaretlenme indekslerinin anlamli olarak azaldigini; buna
karsilik TUNEL, kaspaz 3 ve AIF ile isaretlenme indekslerinin ise anlamli dercede
arttigin1 gostermektedir. Bu durum her iki kiiltiir ortaminda da borik asitin SW-480
kolon kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigini ve apoptozu uyardigin

gostermektedir. Yine her iki kiiltiir ortaminda gergeklestirilen gen ekspresyon
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caligsmalar1 da immunohistokimyasal sonuglari destekler nitelikte bazi1 6nemli genlerde

ekspresyon artiglarin1 gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Son yillarda tip ve molekiiler biyoloji alanlarinda yasanan gelismelere ragmen
kanserle olan savas heniiz kazanilamamistir. Ancak kanser {izerine yapilan
caligmalarin sayis1 arttik¢a; hem kanserlesme siirecinde sorumlu molekiiler yolaklar
hem de tedavide hedef alinabilecek yolaklar iizerinde elde edilen bilgiler bilim
insanlariin elini giliglendirmektedir. Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi kolorektal
kanserlerin tedavisinde de daha etkili ve giivenilir ajanlarin kesfine ihtiyac vardir ve
giiniimiiz bilimsel ¢alismalar1 bu yonde ilerlemektedir. Ciinkii artik kanseri tedavi
etmek icin tek basina kanser hiicresini 6ldiirmenin yeterli olmadig1 anlasilmistir.
Glinlimiiz tip anlayisinda, kanser hiicreleri ile olan savasin; saglikli hiicrelere zarar
vermeyecek kadar secici olmasi ve artik varligi kanitlanmis olan kanser kok
hiicrelerini hedef alacak kadar da akilc1 olmasi gerektigi kabul edilmektedir. Segici
olmayan molekiiller nedeniyle gelisen toksik etkilerin hasta konforunu ve tedaviye
devamlilig1 olumsuz etkiledigi goriilmiistiir. Kanser kok hiicrelerini hedef alan akilci
molekiillerin olmamasi ise niikslere neden olan klinik tablolara yol agmaktadir. Bu
anlamda birgok kanser arastirmast, artik hiicreler tizerinde hem molekiiler hem genetik
diizeyde etki profillerini incelemekte ve sorumlu yolaklar1 ortaya c¢ikarmaya

calismaktadir.

Bu bilimsel gergeklere uygun olarak bu tez ¢alismasinda borik asitin SW-480
insan kolon adenokarsinom hiicreleri {izerine olan etkileri arastirildi. Borik asitin bu
hiicrelerin proliferasyonu iizerine olan etkileri BrdU, apoptoz iizrine olan etkileri ise
TUNEL, kaspaz 3 ve AIF ile immunohistokimyasal olarak incelendi. Apoptotik
molekiiler yolaklarin aydinlatilabilmesi amaciyla ise; apoptozun ¢esitli yolaklarinda
gorev alan 84 genin ekspresyon profili qRT-PCR metodu ile arastirildi. Bu alanda
yapilan bir¢ok calismadan farkli olarak; tiim deneyler hem iki boyutlu hem de ii¢
boyutlu kiiltiir ortaminda tekrarlandi. Bu tez calismasi borik asitin kolon kanser

tizerine etkilerini inceleyen literatiirdeki ilk ¢caligmadir.

Bu kapsamda yapilan deneyler sonucunda hem iki boyutlu hem ii¢ boyutlu
kiiltiirde, tim deney saatlerinde; borik asit gruplarininda BrdU ile isaretlenme
indekslerinin anlamli olarak azaldigi, buna karsiik TUNEL, Kaspaz 3 ve AIF ile

isaretlenme indekslerinin ise anlamli dercede arttigi goriildii. Ayrica her iki kiiltiir
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ortaminda gergeklestirilen QRT-PCR ¢aligmasi sonucunda da immunohistokimyasal
sonuclart destekler nitelikte bazi dnemli genlerde ekspresyon artiglarini tespit edildi.
Bu bulgular; 75 mM borik asitin SW-480 kolon kanser hiicrelerinde, hiicre

proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu uyardigi sonucunu ortaya koymaktadir.

Ayrica yapilan deneyler, iki boyutlu ve ii¢ boyutlu kiiltiir sonuglari1 arasinda
hem immunohistokimyasal hem de gen ekspresyonlari agisindan farkliliklar oldugunu
ortaya koymustur. Bu bakimdan; {i¢ boyutlu kiiltiir sistemlerinin tiimor biyolojisinin
anlasilmasinda ve ilag cevaplarmin arastirilmasinda sadece iki boyutlu kiltiir
sonuglarmin yetersiz olabilecegi ve bunlarin iki boyutlu modeller ve hayvan deneyleri

arasindaki boslugu dolduran degerli ¢alismalar oldugu sonucu da ortaya ¢ikmaktadir.

Sonug olarak giinliik diyetin bir pargasi ve toksik etki yoniinden giivenilir bir
ajan olan borik asit SW-480 kolon kanser hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunu
baskilamakta ve apoptozu uyarmaktadir. Bu 6zellikleri ile kolon kanseri tedavisi igin
potansiyel bir anti-kanser ajan adayidir. Yine de kolon kanserinin molekiiler
patogeneziyle ilgili bir¢ok bilinmeyen vardir. Bundan sonra yapilacak calismalarda
hem kolon kanserinin erken Ongoriisii, tanis1 ve tedavisi i¢in, bu kanser tiiriiniin
gelisimine neden olan molekiiler mekanizmalarin hem de borik asitin kolon kanseri
hiicrelerine  etkisinin daha tedayli yolaklar ile aydinlatilmast gerektigi

distiniilmektedir.
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OZET

Borik Asitin in Vitro Ortamda Kolon Kanser Hiicre Hatlar1 Uzerine Etkilerinin
incelenmesi

Kolorektal kanserler; biitiin kanser tiirleri arasinda goriilme siklig1 bakimindan;
erkeklerde 3. kadinlarda 2. sirada yer alir. Kansere bagl 6liimler arasinda ise 3. sirada
yer alan énemli bir mortalite nedenidir. Kolorektal kanser tedavisinde mevcut tedavi
yontemleri ile basar1 oranlari oldukca diistiktiir

Giinliik diyetimizin bir pargasi olan borik asit; bor elementinin en sik goriilen
formlarindan biridir. Bor viicuda daima borik asit olarak alinmakta ve plazmada bu
formda bulunmaktadir. Baz1 epidemiyolojik veriler borik asitin erkeklerde prostat
kanseri; kadinlarda serviks ve akciger kanseri goriilme oranlarini azalttigina dikkat
cekmektedir. Ayrica borik asitle yapilan deneysel calismalar; doz bagimli bir sekilde
borik asitin bazi prostat, melanom ve meme kanseri hiicre hatlarinda, hiicre
proliferasyonunu azaltti§ini ve apoptozu uyardigin1 gostermektedir.

Bu tez ¢alismasinda borik asitin, SW-480 insan kolon adenokarsinom hiicre
hatlar1 tizerine olan etkileri hem 2B hem de 3B kiiltiir ortaminda BrdU, TUNEL,
kaspaz 3 ve AIF immunohistokimyasal ¢alismalari ile arastirildi. Ayrica apoptotik
stirecte kilit role sahip genlerin ekspresyon profilini ortaya koymak tizere gRT-PCR
calismas1 gergeklestirildi.

Sonu¢ olarak; hiicre canlilik analizlerimizde 75 mM borik asitin hiicre
proliferasyonunu 24., 48. ve 72. saatler sonunda belirgin olarak azalttigi gozlendi.
Ardindan her iki kiiltiir ortaminda da tiim saatlerde TUNEL, kaspaz 3 ve AlF
isaretlenme indekslerinde kontrol gruplarina kiyasla anlamli bir artis oldugu; BrdU
isaretlenme indekslerinde ise anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. Ancak 6zellikle
AIF de belirgin olmak iizere genel anlamda 3B Kkiiltiirde isaretlenme indekslerinin 2B
kiltire kiyasla daha diisiik oldugu goriildii. Gen ekspersyon calismalarinda da
immunohistokimyasal bulgularla uyumlu sonuglar elde edildi. Yine 3B kiiltiir ve 2B
kiiltiir kosullar1 arasinda gen ekspresyonlar1 agisindan belirgin bir farklilik tespit
edildi.

Borik asit her iki kiiltiir ortaminda da SW-480 hiicrelerinin proliferasyonunu
baskilamakta ve apoptoza neden olmaktadir. 3B modeller bir bakima tiimor
biyolojisinin anlagilmasinda ve ila¢ cevaplariin arastirilmasinda 2B modeller ve
hayvan deneyleri arasindaki boslugu dolduran degerli ¢caligmalardir.

Anahtar Sozciikler: Borik Asit, Kolon Kanseri, Apoptoz
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ABSTRACT

Investigating the Effects of Boric Acid on Colon Cancer Cell Lines in In vitro
Conditions

Among all cancer types; colorectal cancers are the third most common cancer
in males and the second in females. As an important cause of mortality; it is the third
most common cause of cancer related deaths. With the current treatment methods the
success rates with colorectal cancer treatment are very low.

Boric acid, which is part of our daily diet; one of the most common form of
boron. Boron is always taken as boric acid in the body and is in this form in the plasma.
Some epidemiological data suggest that boric acid reduces the incidence of prostate
cancer in men; cervical cancer and lung cancer in women. In addition, experimental
studies with boric acid shows, boric acid reduces cell proliferation and stimulates
apoptosis in some prostate, melanoma and breast cancer cell lines; with a dose
dependent manner.

In this study, the effects of boric acid on human colon adenocarcinoma cell line
SW-480 with BrdU, TUNEL, caspase-3 and AIF immunohistochemical studies in both
2D and 3D culture systems was investigated. Also a qRT-PCR study conducted to
determine the expression profile of genes that have a key role in apoptosis.

As a result, in cell viability analysis; at the end of the 24™, 48" and 72" hours
it is observed that 75 mm boric acid was significantly reduced the cell proliferation.
Then in both culture environments there was a significant increase in TUNEL,
caspase-3 and AIF marking indexes at all hours compared to control groups; a
significant decrease in BrdU index was detected. However, in general agreement,
especially in AIF, marking indexes in 3D culture were found to be lower than in 2B
culture. In gene expression studies, we obtained compatible results with
immunohistochemical findings. Again, there was a significant difference between 3D
culture and 2D culture conditions in terms of gene expression.

Boric acid suppresses the proliferation of SW-480 cells in both culture
conditions and causes apoptosis. In a sense, 3D models are valuable studies that fill
the gap between 2D models and animal experiments in understanding tumor biology
and investigating drug responses.

Key Words: Boric Acid, Colon Cancer, Apoptosis
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