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1. GİRİŞ 

Kanser, üzerinde yürütülmekte olan çok sayıdaki araştırmaya rağmen halen 

dünya çapında önemini koruyan ölümcül bir patolojidir (1). Kolorektal kanserler ise 

bütün kanser türleri arasında oldukça önemli bir yere sahiptir. Dünya genelinde her 

yıl, 1 milyon kişide kolorektal kanser gelişmektedir ve mortalite oranı yaklaşık %30 

civarındadır (2). Bütün kanserler arasında görülme sıklığı bakımından 3. sırada yer 

alır. Kolon kanseri vakalarının %85’inde belirgin bir aile öyküsü ve kalıtımsal özellik 

bulunmamaktadır (3). Bu vakaların büyük çoğunluğu sporadiktir ve en önemli 

etiyolojik faktörlerden biri beslenme alışkanlıklarıdır. Bununla birlikte fiziksel aktivite 

azlığı, sigara kullanımı, non-steroidal anti-inflamatuvar ilaçların kronik kullanımı ve 

bazı metabolik sendromlar diğer risk faktörleri arasında yer alır. Genetik faktörler 

incelendiğinde ise bunların sıklıkla polipozis ve nonpolipozis sendromları ile ilişkili 

olduğu görülmektedir. Bunlardan Ailesel Adenomatöz Polipozis Sendromu, 

Adenomatöz Polipozis Koli (APC) gen mutasyonları ile ilişkilidir. Kalıtsal non-

polipozis kolorektal kanserlerde ise, DNA yanlış eşleşme onarım genlerinde, üreme 

hücrelerini ilgilendiren ve nesilden nesile aktarılan mutasyonlar görülmektedir (4). 

Kanser taraması, kolorektal kanserlerde mortaliteyi azaltmak için etkili bir yoldur. Bu 

amaçla gaitada gizli kan testi, kontrastlı kolon grafisi, sigmoidoskopi ve kolonoskopi 

kullanılabilir. Bu yöntemlerden biri 50 yaşın üstündeki kişilere, asemptomatik dahi 

olsa mutlaka önerilmelidir. En etkili ve ucuz korunma yöntemi yaşam tarzı 

değişikliğidir. Bu amaçla sigara tüketiminin sonlandırılması, fiziksel aktivitenin 

arttırılması, vücut ağırlığının beden kitle indeksine göre uygun sınırlarda tutulması, 

beslenme tarzının değiştirilmesi oldukça önemlidir. Bazı genetik olgularda ise 

koruyucu cerrahi girişimler gerekli olabilmektedir (5). 

Kolorektal kanserlerin tedavisinde temel yaklaşım cerrahi rezeksiyon olmakla 

birlikte; nüksleri önlemeye yönelik olarak hastalığın takibinde çoğunlukla 

radyoterapiye ihtiyaç duyulmaktadır. Bazı durumlarda ise bununla birlikte kemoterapi 

uygulamaları da tedaviye eklenmektedir. Bazı kolon kanser olgularında ise, uzun 

süreli kemoterapi uygulaması tek başına tedavi seçeneği olarak kullanılmaktadır. 

Kemoterapi uygulamalarında en sık kullanılan ajan, DNA ve RNA sentez inhibitörü 

olan fluorourasil bileşikleridir. Ancak etkileri hücre döngüsünün belirli bir fazına özgü 
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olan bu ve benzeri ajaların kullanımı sırasında bulantı, kusma, mukozit, diare, ciltte 

deskuamasyonlar, kardiyak ve nörolojik toksik etkiler gibi ciddi yan etkiler 

görülmektedir (6). Çünkü bu ajanlar sağlıklı hücrelerdeki, özellikle aktif olarak 

çoğalmakta olan hücrelerdeki süreçleri de etkilemektedir. Bu açıdan sentetik kimyasal 

anti kanser ilaçlar sağ kalımı artırmakla birlikte, yol açtıkları yan etkiler nedeniyle 

ciddi sorunlar oluşturmaktadır. Bu ve benzeri nedenlerle günümüzde, başta kolorektal 

kanser olmak üzere birçok kanser türünün tedavisi için yan etki potansiyeli daha az 

olan doğal bileşikler üzerine araştırmalar yürütülmektedir. Birçok doğal bileşiğin 

kanser hücrelerinde DNA düzenleme mekanizmaları, hücre döngüsü ve apoptoz 

yolakları üzerine etki etme potansiyeline sahip olduğu görülmektedir. Ayrıca bu 

moleküllerin, sahip oldukları anti-inflamatuvar ve antioksidan etkileri ile de tedaviye 

katkı sağladıkları görülmüştür (7). 

Bor, periyodik tabloda “B” simgesi ile gösterilen, atom numarası 5, atom 

ağırlığı 10,81 g/mol olan, metalle ametal arası yarı iletken özelliğe sahip bir elementtir. 

Bor tabiatta hiçbir zaman serbest halde bulunmaz. Doğada başta oksijen olmak üzere 

çeşitli elementler ile bileşik halindedir. Borat olarak isimlendirilen bu bileşiklerden en 

önemlileri borik asit ve borakstır (8). Borun hayvanlarda ve insanda en yaygın bulunan 

formu olan borik asit (H3BO3); renksiz, kokusuz ve suda kolayca çözünebilen şeffaf 

kristal yapıdadır. Bor günlük diyetin bir parçası olarak borik asit (BA) formunda 

alınmaktadır. BA sindirim sistemi yoluyla absorbe edilir, vücut sıvıları ile dağılıma 

uğrar ve yarı ömrü yaklaşık olarak 24 saattir. Akut alımlarda BA’in %50’si ilk 12 

saatte, %90’ı ise 96 saatte vücuttan atılır. Kronik alımlarda tamamının ancak 3 haftada 

vücuttan atılabildiği kaydedilmiştir. Bor böbrekler tarafından atılıncaya kadar beyin, 

kemik, testis ve karaciğer gibi organlarda birikim göstermektedir. Bu durumda bor 

düşük konsantrasyonlarda tüm organlara dağılmış durumdadır (9). BA’in kanser 

tedavisinde kullanılabilirliğini destekleyen bazı önemli kimyasal özellikleri de 

bulunmaktadır (10). BA kimyasal olarak zayıf bir Lewis asittir ve yapısal özellikleri 

karbon atomuna benzemektedir. Bu nedenle karbon içerikli birçok substratın yarışmalı 

inhibitörü olarak davranabilmektedir. Bu özelliği ile BA peptidaz, proteaz, arjinaz, 

nitrik oksit sentaz ve transpeptidaz gibi birçok enzimi etkili bir şekilde inhibe 

edebilmektedir (11). BA, fizyolojik doz aralığında, doz bağımlı olarak LNCaP ve Du 

145 prostat kanser hücrelerinin çoğalmasını inhibe etmektedir (12). Bununla birlikte 
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MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatlarında ise BA, apoptozu uyarmakta ve hücre 

çoğalmasını doz bağımlı bir şekilde azaltmaktadır (13). Ayrıca BA melanoma hücre 

hatları üzerinde apoptozu uyararak çoğalmayı engelleyici etkiler göstermektedir (14).  

Bu çalışmanın amacı; dünyada ve ülkemizde sık görülen, yüksek mortalite ve 

morbidite oranlarına sahip kolon kanseri hücreleri üzerine in vitro koşullarda BA’in 

etkilerini hem iki boyutlu hem de üç boyutlu kültür ortamında incelemektir. Bu amaçla 

bir insan kolon kanseri hücre hattı olan CCL-228-SW-480 hücrelerinde BA 

uygulamasının hücrelerin canlılık ve çoğalma düzeyleri üzerine olan etkileri 

Bromodeoksiüridin (BrdU) yöntemi, apoptoz üzerine etkileri ise kaspaz 3, Apoptoz 

İndükleyici Faktör (AIF) ve TUNEL metodu ile imünohistokimyasal olarak 

araştırılmıştır. Ayrıca hem iki boyutlu hem üç boyutlu kültür ortamında BA 

uygulamasının apoptoz yolağında yer alan çeşitli genler üzerindeki etkileri ise 

kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) metodu ile 

incelenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Kansere ilişkin ilk bilgiler eski Mısır, Babil ve Hint uygarlığı kayıtlarında yer 

almaktadır. Özellikle Antik Mısır uygarlığından günümüze ulaşan ve kemik kanseri 

bulguları içeren mumyalar ve bunlara ait yazıtlar bu dönemlerde de kanser vakalarının 

görüldüğünü ve tedavi edilmeye çalışıldığını göstermektedir. Milattan önce (M.Ö.) 

1600’lerden günümüze ulaşan kansere ait bu ilk yazılı kayıtlarda, hastalığın tedavi 

edilemediği ve sadece kitlesel yapıların çıkarıldığı bildirilmektedir. Bir terim olarak 

“kanser” ilk defa Hipokrat (M.Ö. 460-370) tarafından “karkinos” adıyla iyileşmeyen 

yaralar için kullanılmıştır. Karkinos sözcüğü Antik Yunan mitolojisinde bir yengecin 

adından gelmektedir. İlk defa Galen (M.S. 130-210) tarafından; yengeç ısırığı 

ağrısının, kanser ağrısına olan benzerliği nedeni ile Latince yengeç anlamına gelen 

“cancer” kelimesi de kanseri tanımlamak için kullanılmıştır. Ayrıca Galen ilk defa 

tümörleri özelliklerine göre; doğaya uyan, doğaya karşı ve doğayı aşan olarak 

sınıflandırmıştır (15). Türk tıp tarihinde ise ilk defa 13. yy’da kanser kavramı, 

“seratan” kelimesi ile küçük boyutlarda, ağrılı oluşumlar ile tanımlanmıştır. 

Şerafeddin Sabuncuoğlu’na ait 15. yy’da yayınlanan bazı eserlerde kanserin cerrahi 

olarak çıkarılması gerektiğine yönelik bilgiler yer almaktadır (16). 17. yy’a 

gelindiğinde ilk defa Malpighi tarafından kanser dokusu üzerine mikroskobik 

incelemeler yapılmıştır. Yine aynı dönemde Morgagni ise günümüzdekine yakın 

haliyle kanser türlerini tanımlamıştır. 18. yy’a kadar kanser teorilerinde çok fazla 

değişim gözlenmemektedir. O döneme kadar kanser tedavisinde daha çok çeşitli 

metalik tuzlar, hayvansal ve bitkisel karışımlar kullanılmıştır. 19. ve 20. yy’da ise 

kanser oluşumu, tanısı ve tedavisi konusunda hızlı bir bilgi artışı olmuş, bu alanda 

önemli ilerlemeler kaydedilmiştir (16).  

Kanser; yaşanılan çevrede karşılaşılan ve/veya hücrede ortaya çıkan fiziksel ya 

da biyolojik etkenler nedeniyle, hücre ölüm programının bozulması ve kontrolsüz 

bölünen hücrelerin aşırı çoğalması sonucu oluşan multifaktöriyel bir hastalık olarak 

tanımlanmaktadır (17). Kanser sözcüğü yine Yunancada kök anlamındaki “genesis” 

kelimesiyle birleştirilip karsinogenez terimi türetilmiştir. Karsinogenez; hücre 
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büyümesi ve farklılaşması gibi biyolojik olayları etkileyen mutasyonların aşamalı 

olarak bir araya gelmesi sonucu ortaya çıkan bir süreçtir. Karsinogenez sırasında 

kanser hücreleri iki önemli özellik kazanmaktadırlar. Birincisi, kanser hücrelerinin 

normal hücre bölünmesi sınırlarını aşıp kontrolsüz olarak çoğalmalarıdır. İkincisi, bu 

hücrelerin diğer hücrelerin yaşam alanlarına yerleşmeleridir (18). Normal koşullarda 

hücrelerin hem iç hem de dış ortamla haberleşmesini sağlayan çeşitli sinyal 

mekanizmaları, bu hücrelerin kontrollü bir şekilde büyümelerini ve çoğalmalarını 

sağlar. Ancak kanser gelişim sürecinde bu mekanizmalarda meydana gelen çeşitli 

bozukluklar sonucunda; hücreler aşırı bölünme kapasitesi kazanır, ölüm sinyallerine 

duyarsızlaşmaları sonucu apoptozdan kaçar, invazyon ve metastaz yeteneği kazanarak 

çevre dokulara ve uzak organlara yayılabilir (19). Hücre döngüsü kontrol 

mekanizmalarındaki denetimlerden kaçan hücreler, çoğalmaya devam edip, anormal 

hücre kitlesi oluştururlar. Bu kitlelere tümör veya neoplazma denir. Bu hücreler tek bir 

kitle içinde kümelenmiş olarak duruyorsa iyi huylu tümör adını almaktadır. Ancak 

invazyon ve metastaz özelliği kazanmışsa kanser olarak kabul edilmektedir (20).   

2.1.1. Kanserin Moleküler Biyolojisi 

Kanserin en temel özelliği olan hızlı ve kontrolsüz çoğalma, kanser 

hücrelerinin klonizasyon özelliğini tanımlamaktadır. Buna göre kanser tek bir 

hücrenin genetik değişim geçirerek kontrolsüz bölünmeye başlamasının ardından 

ortaya çıkan hücreler ile gelişir. Bu değişime tümör başlangıcı, değişimin gözlendiği 

ilk hücreye de tümör başlatıcı hücre adı verilir. Ardından bu progenitör hücrenin 

çoğalması ile oluşan klonlarda farklı mutasyonlar gözlenir ve bunun sonucunda farklı 

özellikler gösteren hücre toplulukları oluşur (19). Klonal gelişimin en önemli 

kanıtlarını, tümör hücrelerinin kromozomal analizleri verir. En yaygın kanserlere ait 

hücreler analiz edildiğinde çeşitli kromozomal kusurlar taşıdıkları görülür (21). 

Kanserin tek bir hücreden köken alıyor olması aynı zamanda, hücrenin taşıdığı 

anormalliği kendinden sonraki hücrelere aktarabilmesini gerektirir. Bu bakımdan 

genetik ve epigenetik değişiklikler, kanser oluşumundaki en önemli basamağı 

oluşturur. Kansere yol açan birçok etkenin aynı zamanda genetik/epigenetik 

değişikliklere de yol açıyor olması bunun en önemli göstergelerindendir. Örneğin; 

kimyasal karsinojenler, nükleotid dizilerinde değişikliğe; X ışınları ve iyonlaştırıcı 
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radyasyon, kromozom kırıkları ve traslokasyonlara; virüsler ise hücre içine yabancı 

genetik materyalin yerleşimine neden olurlar (22). Ancak kanser gelişimi için tek bir 

mutasyonun da yeterli olmadığı bilinmektedir. Çünkü bir hücrenin yaşamı süresince 

herhangi bir aktivitede mutasyona uğrama olasılığı yaklaşık 1010 dur (23). Bu ise doğal 

olarak canlının yaşamını devam ettiremeyeceği kadar yüksek bir düzeydir. Sonuç 

olarak kanserin, ancak ardışık mutasyon basamakları sonucunda oluşan bir patoloji 

olduğu görülmektedir (24). Kanserleşme sürecini başlatan etkenler çoğunlukla 

mutajeniktir ve hücre DNA’sı ana hedeftir. Bu noktada oluşan hasarlar DNA tamir 

enzimlerince onarılmaya çalışılır. Eğer bu hasarlar onarılamaz ise tümör süpresor ve 

apoptotik genlerin devreye girmesi ile hücre apoptoza yönlendirilmeye çalışılır (19). 

Kanserleşme sürecinin daha iyi anlaşılması, ancak kanser hücrelerinin moleküler 

özelliklerinin iyi bir şekilde tanımlanması ile mümkündür (Şekil 1).  

  

Şekil 1. Kanser hücrelerinin moleküler özellikleri.(20, 25). 
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2.1.2. Kanser Hücrelerinin Moleküler Özellikleri  

2.1.2.1. Büyüme Sinyallerinde Öz Yeterlilik Kazanma 

Hücreler çoğalabilmek için mitojenik sinyallere ihtiyaç duyarlar. Bu sinyaller 

büyüme faktörleri, ekstraselüler matriks bileşenleri veya hücre-hücre etkileşimleri 

yolu ile iletilebilmektedir (26). Bu sinyallerden bir veya birkaçının yokluğunda normal 

bir hücre çoğalamaz. Bunun en tanımlayıcı örneği hücre kültürü çalışmalarında 

hücrelerin ancak belirli büyüme faktörleri ve uygun tutunma koşulları varlığında 

çoğaltılabilmesidir. Birçok kanser hücresi ise kendi büyüme sinyallerini kendisi 

üreterek, bu konuda mikro çevreye olan bağımlılığını ortadan kaldırır. Bunu sağlamak 

adına muhtemel üç mekanizmayı kullandıkları düşünülmektedir; 1) Büyüme 

sinyallerini alan reseptörlerin aşırı ekspresyonu, 2) İntegrin gibi ekstraselüler matriks 

reseptörlerini, büyüme sinyali aktaran reseptörlerle değiştirme, 3) Büyüme faktörü 

reseptörleri ve integrinlerin hücre içi sinyal iletim mekanizmalarında değişiklik (20). 

Birçok mitojenik büyüme faktörü tek bir hücre tipi tarafından diğer hücrelerin 

çoğalmasını uyarmak için üretilir. Yani heterotipik bir sinyal mekanizması söz 

konusudur. Ancak kanser dokusu üzerinde yapılan araştırmalar kanser hücrelerinin 

kendi mitojenik büyüme faktörlerini oluşturabilme yetenekelerine sahip olduklarını 

göstermektedir. Bu durum otokrin bir kontrol mekanizmasının gelişerek çoğalma 

konusunda diğer hücrelere olan bağlılığın ortadan kaldırıldığının göstergesidir (27, 

28).  

2.1.2.2. Çoğalma Karşıtı Sinyallere Duyarsızlık 

Dokularda hücre sayısındaki dengeyi korumaya yönelik olarak hücreleri sessiz 

konumda tutan birçok çoğalma karşıtı sinyal sistemi mevcuttur. Çoğalma karşıtı 

sinyaller hücreleri G0 fazına veya post mitotik faza girmeye zorlayarak etkili 

olabilirler. Bu mekanizmada özellikle retinablastom proteini (pRb) ve ilişkili 

moleküller rol oynamaktadır (27, 29). Normal hücrelerin büyüme karşıtı sinyallere 

verdikleri yanıtlar, çoğunlukla hücre döngüsüyle, özellikle de hücrelerin bu döngüde 

G1 fazına geçişini yöneten sistemlerle ilişkilidir. Hücreler bu periyotta çevresel 

değişiklikleri izlerler ve algılanan sinyalin özelliğine göre çoğalmaya, sessiz kalmaya 
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veya postmitotik faza geçmeye karar verirler. Moleküler düzeyde tüm çoğalma karşıtı 

sinyaller pRb ile bağlantılıdır (30). pRb hipofosforile olduğu durumda E2F isimli 

transkripsiyon faktörü üzerine etki ederek G1 fazından S fazına geçişten sorumlu 

birçok genin ekspresyonunu etkiler (31). pRb yolağının bozulması sonucunda kontrol 

mekanizmasından yoksun kalan E2F hücreleri normalde G1 fazından geçişi bloke 

eden büyüme karşıtı sinyallere duyarsızlaştırarak hücre çoğalmasına neden olur (20, 

32, 33). Ancak kanser hücrelerinin aşırı çoğalması, büyüme karşıtı sinyallerden 

kaçınma yeteneğinden daha fazlasını gerektirir. Çünkü dokular aynı zamanda hücre 

çoğalmasını sınırlandırmak üzere hücreleri geri dönüşü olmayan postmitotik veya 

farklılaşmış duruma sokarlar. Çeşitli kanser dokuları üzerine yapılan araştırmalar, 

kanser hücrelerinin bu terminal farklılaşma durumundan kendilerini korumaya 

çalıştıklarını göstermektedir. Terminal farklılaşmadan kaçınmadaki stratejilerden biri 

direkt olarak MYC onkogeni ile ilişkilidir (34).  

2.1.2.3. Apoptozdan Kaçış  

Kanser hücrelerinin sayısını belirleyen faktör sadece hücrelerin çoğalması 

sonucu sayıca artışları değildir. Buna ek olarak başta apoptoz olmak üzere değişik 

nedenlerle meydana gelen hücre ölümleri de önemlidir. Aslında apoptotik program 

temelde insan vücudunda yer alan tüm hücrelerde bulunmaktadır. Bu program 

sonucunda hücresel membranlar bozulur, sitoplazmik ve nüklear iskeletler yıkılır, 

kromozomlar ve çekirdek parçalanır. Sonuçta büzüşen hücre tipik olarak dokudaki 

diğer hücreler tarafından 24 saat içinde ortadan kaldırılır. Apoptotik mekanizmada, 

mekanizmanın işleyişinden sorumlu sensörler ve efektörler vardır. Sensörler 

intraselüler ya da ekstraselüler koşullardaki değişimleri takip ederek hücrenin 

yaşaması veya ölmesi yönünde sinyal oluşturur. Hücre içinde; DNA hasarını, 

hipoksiyi, onkogen aktivasyonu sonucu oluşan sinyalleri, yaşamsal faktörlerdeki 

azalmayı, hücre-matriks ya da hücre-hücre adezyonu bağlantılı yaşamsal sinyalleri 

algılayan çeşitli sensör mekanizmalar bulunur. Sonuç olarak iç veya dış koşulları takip 

eden bu reseptörlerin oluşturduğu sinyaller çeşitli efektör mekanizmaları harekete 

geçirir (20, 35).  
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2.1.2.4. Sınırsız Çoğalma Potansiyeli 

Bir hücre; büyüme sinyallerinde otonomi, büyüme karşıtı sinyallere 

duyarsızlık ve apoptoza karşı direnç kazandığı zaman sonuç olarak hücrenin büyüme 

programı, çevresel faktörlerin kontrol mekanizmasının dışına çıkmış olur. Denetimden 

çıkan çoğalma programı ise aşırı bölünme ve sayıca artış sonucu kanser gelişimine 

neden olur. Son çalışmalar kanser hücrelerinin, tümör kitlesi oluşturmasında sadece 

hücre-hücre sinyal ileti kaybının yeterli olamayacağını, aynı zamanda hücrelerin 

çoğalmasını sınırlayan iç programda da bir sorun olması gerektiğini ortaya 

koymaktadır (20). Hücre kültürü çalışmaları in vitro koşullarda hücrelerin sonlu bir 

çoğalma potansiyeli olduğunu ortaya koymuştur. Hücreler, belirli sayıda bölünmenin 

ardından hücresel yaşlanma ve apoptozla devam eden bir süreç sonucunda ölürler. 

Ancak, aynı kültür ortamında kanser hücreleri sınırsız sayıda bölünme kapasitesine 

sahiptir. Bu limitsiz çoğalma potansiyeli, kanserleşme sürecinde meydana gelen 

değişimler sonucu kazanılmaktadır. Bu kazanımlardan en önemlisinin telomeraz 

aktivitesi olduğu düşünülmektedir. İnsan kanserlerinin yaklaşık %90’ında telomeraz 

aktivitesi ile telomerlerin korunduğu görülmektedir (36).  

2.1.2.5. Anjiyogenez 

Hücrelerin canlılığı için yeterli besin ve oksijen desteği oldukça önemlidir. 

Organogenez sırasında bu durum kan damarları ve parankimin koordineli bir şekilde 

gelişimi ile sağlanır. Bir doku bir kere oluştuktan sonra yeni damar oluşum süreci yani 

anjiyogenez geçici olarak ve oldukça sıkı bir denetim altında gerçekleştirilir. Aşırı 

çoğalmış bir hücresel kitlede belirli bir süre sonra anjiyogenik yetenek kaybolur ve 

hücrelerin çoğalma potansiyeli sınırlanır. Kitle daha geniş boyutlara ulaşmak için 

mutlaka anjiyogenik yetenek kazanmak zorundadır (20, 37, 38). Pozitif ve negatif 

sinyaller ya anjiyogenezi uyarır ya da sınırlar. Anjiyogenezi uyarıcı sinyallerden en 

önemlisi vasküler endotelial büyüme faktörü (VEGF) ve fibroblast büyüme faktörüdür 

(FGF). Her ikisi de endotelyal hücreler üzerindeki tirozin kinaz reseptörleri (RTK) 

aracılığı ile etki edereler (39). Anjiyogenezi inhibe edici bir bir faktör olan 

trombospondin-1 ise endotel hücreleri üzerinde yer alan CD36 reseptörlerine 

bağlanmaktadır (40). Kanser gelişiminde anjiyogenezi başlatma ve devamlılığını 
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sağlama süreçleri hücrelerin sonradan kazandığı becerilerdir. Kanser modelleri ile 

yapılan çalışmalar anjiyogenezin özellikle orta evrelerde etkin olduğunu 

göstermektedir (40). Kanser hücreleri temel olarak anjiyogenez aktivatörleri ve 

inhibitörleri arasındaki dengeyi bozarak anjiyogenezi uyarmaktadır (41).   

2.1.2.6. Doku İnvazyonu ve Metastaz 

Birçok kanser türünün erken ya da geç evrelerinde primer tümör kitlesinden 

ayrılan hücreler komşu dokulara ya da farklı yollarla uzak dokulara ulaşarak yeni 

odaklar oluşturabilir. Böylece sınırlı besin ve yer problemini ortadan kaldırırlar (42). 

Bu oldukça karmaşık bir süreçtir ve burada etkili olan biyokimyasal ve genetik 

faktörler henüz tam olarak anlaşılamamıştır. Ancak mekanik açıdan, temelde 

hücrelerin mikroçevresi ile olan bağlantılarının çeşitli ekstraselüler proteazlar ile 

yıkımı stratejisi öne çıkmaktadır. Bu süreçte ise hücre-hücre bağlantılarını sağlayan 

immungloblulin ailesi üyeleri olan hücre adezyon molekülleri (CAM) ve kalsiyum 

bağımlı kaderin ailesi hedef alınır. Ayrıca yine hücre-ekstraselüler matriks bağlantısını 

sağlayan integrinler de önemli hedefler arasındadır. Birçok kanser türünde hücreler 

arası bağlantılarda özellikle E-kaderinlerde değişiklik görülmektedir (43). E-

kaderinler, Wnt-β katenin yolağı üzerinden büyüme karşıtı bir etki gösterir. Bazı 

kanser türlerinde çeşitli mutasyonlar sonucunda E-kaderinlerin inaktivasyonu 

görülmektedir (44). Bu durum kanser hücrelerin daha invazif olmalarının ve metastaz 

kabiliyetlerinin önünü açar. Ayrıca yine CAM’ların ekspresyonunda meydana gelecek 

değişimler de bu süreçte önemlidir. Diğer taraftan invazyon ve metastaz gösteren 

kanser hücrelerinde proteaz genlerinin ekspresyonel artışı, proteaz inhibitör genlerinin 

ekspresyonel azalışı görülmektedir (20, 45, 46).  

2.1.2.7. Genomik Kararsızlık ve Mutasyon 

Genomun korunmasını sağlayan sistemler her bir hücrede düşük oranda 

kendiliğinden oluşan mutasyonları tespit etme ve onarma yeteneğine sahiptir. Tümör 

gelişimini destekleyen genlerin oluşma ihtimali kanser hücrelerinde artmıştır ve bu 

durum hücrelerde mutasyonların artışının bir sonucudur (47). Bu mutasyonlara 

yatkınlık durumu ise genomun korunmasını sağlayan mekanizmalardaki bir ya da daha 
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fazla komponentin saf dışı edilmesi, böylelikle mutajenik ajanlara karşı duyarlılığın 

artması ile gelişir (48). Ek olarak bu mutasyonların birikimi normal olarak genomik 

bütünlüğü izleyen ve genetik olarak hasarlı hücreleri yaşlanmaya veya apoptoza 

zorlayan sistemlerden ödün verilmesi ile de gerçekleşebilir. Burada p53 merkezi bir 

role sahiptir ve “genomun koruyucusu” olarak isimlendirilir. DNA’nın bütünlüğünü 

sağlayan ve “genomun bekçisi” olarak isimlendirilen mekanizmaları hedef alan çok 

çeşitli bozukluklar tespit edilmiştir (49). Bu bozukluklar başlıca; DNA hasarını tespit 

eden ve tamir mekanizmasını aktive eden, direkt olarak DNA hasarını tamir eden veya 

mutajenik molekülleri DNA’ya hasar vermeden önce engelleyen sistemlerde 

görülebilir. Genetik açıdan “genom bekçisi” genler çoğunlukla tümör baskılayıcı 

genler gibi davranırlar ve tümör gelişimi esnasında fonksiyon kaybına uğradıkları 

görülür (25, 50). İnsan kanserlerinin büyük çoğunluğunda farklı genom değişiklikleri 

görülmekle beraber; temel olarak genomun korunmasını ve tamirini sağlayan 

mekanizmalarda bozukluklar tespit edilmektedir. Bu durum ise ancak bir genomik 

kararsızlık varlığında söz konusu olabilir (51).  

2.1.2.8. Tümörü Teşvik Eden İnflamasyon 

Kanser dokusunun patolojik incelemeleri, tümörlerin büyük oranda hem doğal 

hem edinsel bağışıklık hücreleri ile istila edildiğini göstermektedir. Başlangıçta bu 

durum, neoplastik olmayan dokulardaki inflamasyonun bir yansıması olarak 

değerlendirilmiştir. Ancak günümüzde artık kanser dokusunun; değişen oranlarda 

farklı immün sistem hücreleriyle istila edilidiği bilinmektedir (25, 52). Bu durum ilk 

olarak tümör dokusunu ortadan kaldırmak isteyen bağışıklık sisteminin bir yanıtı 

olarak yorumlanmıştır. Bu açıdan günümüze kadar birçok tümör tipinde, tümörü 

immünolojik olarak yok etmeye yönelik antitümöral cevaplar geliştiğini destekleyen 

bulgular da ortaya konulmuştur. Ancak son dönemde; tümörle ilişkili inflamatuvar 

cevabın, tümör gelişimini ve ilerleyişini uyarıcı paradoksal etkilere sahip olabileceğini 

gösteren veriler elde edilmiştir (53). Bu verilere göre, kanser dokusunda inflamasyon 

tümör mikroçevresine; çoğalma sinyalleri oluşturan büyüme faktörlerini, hücre 

ölümünü sınırlandıran yaşamsal faktörleri, proanjiyogenik faktörleri, anjiyogenezi, 

invazyonu ve metastazı tesis eden çeşitli ekstraselüler matriks modifiye edici enzimleri 

ve epitel mezenkim geçişi aktivasyonuna neden olan uyarıcı sinyalleri sağlamaktadır. 
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Ayrıca inflamatuvar hücreler komşu hücreler için oldukça mutajenik olan çeşitli 

kimyasalları ve reaktif oksijen türlerini salarak genetik düzensizliklere neden 

olmaktadır (54).  

2.1.2.9. Enerji Metabolizmasının Yeniden Düzenlenmesi 

Aerobik koşullar altında sağlıklı hücreler enerji üretimi için mitokondriyal 

oksidatif fosforilasyonu kullanırlar. Ancak çoğu kanser hücresinde glikoliz artmış ve 

oksidatif fosforilasyon kapasitesi azalmıştır (55). Bu durum ilk defa Warburg 

tarafından tanımlanmıştır (56). Warburg etkisi adı verilen durum; kanser hücrelerinin 

normal düzeylerde oksijen varlığında bile, glikolizi inhibe etmek yerine artırdıkları ve 

aşırı oranda laktat üretimi ile seyreden bir enerji metabolizmasını tercih ettikleri durum 

olarak tanımlanmıştır. Bu olay, kanser hücrelerindeki mitokondriyal oksidatif 

fosforilasyon mekanizmalarının bozulmuş olmasıyla ilişkilendirilmiş ve uzun yıllar da 

bu şekilde kabul görmüştür. Ancak araştırmalar kanser hücrelerinde mitokondriyal 

oksidatif fosforilasyon sistemlerinin sağlam olduğunu ortaya koymaktadır (25, 57). 

Kanser hücreleri oksijen varlığında, glukoz metabolizmalarını ve sonuç olarak enerji 

üretimlerini büyük ölçüde glikoliz ile sınırlandırmak için yeniden programlayabilirler 

(58). Kanser hücrelerinde, ATP üretiminde daha az verimli glikolitik yol için bir şalter 

bulunmasının fonksiyonel gerekçesini anlamak zor olabilir. Ancak glikolitik yolda 

üretilen bir çok yan ürünün hücrelerce nükleotit ve amino asit üretiminde kullanıldığını 

ve böylelikle yeni oluşan hücreler için gerekli makro moleküllerin sağlandığı ve 

organellerin sentezinin desteklendiği akla getirilmelidir (55).  

2.1.2.10. İmmuniteden Kaçış 

Yeni başlayan bir kanserde, ileri evre tümörde ve mikro metastazlarda; tümör 

oluşumuna karşı immün sistemin nasıl bir rol oynadığı henüz kesin olarak 

anlaşılamamıştır. Uzun zamandır kabul gören bir teoriye göre, hücreler ve dokular 

daima aktif durumda olan bir immün sistem tarafından izlenmektedir ve bu gözetim 

yeni oluşan kanser hücrelerinin ve henüz oluşmaya başlayan tümörlerin büyük 

çoğunluğunu tanıma ve saf dışı etme yetisine sahiptir. Bu bilgilerin ışığında artık 

ortaya çıkmış solid tümörler, bu tümörü oluşturan kanser hücrelerinin immünolojik 
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olarak ortadan kaldırma mekanizmalarından bir şekilde kaçtığını kanıtlamaktadır (25, 

59). İmmün sistemi baskılanmış hastalarda sıklıkla tümör gelişimi, immünolojik 

gözetimin kansere karşı koruyuculuğu açısından önemini ortaya koymaktadır (60). 

Ayrıca, genetik mühendisliği ile üretilen bağışıklık sistemi kusurlu farelerde, 

bağışıklık sistemi normal olan kontrol grupları ile kıyaslandığında, tümörlerin daha 

sıklıkla ortaya çıktığı ve daha hızlı geliştiği görülmektedir. Özellikle CD8+ sitotoksik 

T lenfositlerin (CTL), CD4+ Th1 yardımcı T hücrelerin ya da Doğal Öldürücü 

Hücrelerin (NK) gelişim veya fonksiyonları açısından kusurlu olmanın kanser 

gelişimine yatkınlığı daha fazla oranda artırdığı görülmektedir (61). Bu deneysel 

modeller sonuç olarak immünolojik gözetim ve tümörün ortadan kaldırılabilmesi için 

hem doğal hem de kazanılmış bağışıklık sistemine ait hücrelerin katılımının 

gerektiğini ortaya koymaktadır (62). Kanser hücreleri ise bu immün yok edilişten 

kurtulmak adına çeşitli savunma mekanizmaları geliştirmiştir. Bunların bir kısmı 

tümörün, efektör bağışıklık hücrelerince tanınmasını ve ortadan kaldırılmasını 

engelleyecek değişiklikleri içerir. Diğer taraftan kanser hücreleri antijen işleme ve 

sunumu yolaklarında kusurlar oluşturarak da immun sistemden kaçabilirler (63).  

2.2. Apoptozun Moleküler Biyolojisi ve Kanser 

2.2.1. Apoptoz 

Apoptoz kelimesi Yunanca ayrılma anlamındaki “apo” ve düşme 

anlamınındaki “ptosis” sözcüklerinin birleşiminden oluşmaktadır ve yaprak dökümü 

anlamına gelmektedir (64). Apoptoz terimi tıp alanında ilk defa M.Ö. 4. yy’da 

Hipokrat tarafından kangrenle sonuçlanan, tedavi olmayan kırıklar için kullanılmıştır. 

Hücre ölümü kavramı ise ilk defa Karl Vogt tarafından tanımlanmıştır. Ancak bu konu 

üzerinde 18. ve 19. yy’lar boyunca farklı bilim adamları tarafından araştırmalar 

yürütülmüş ve değişik tanımlamalar yapılmıştır. Örneğin, Virchow hücre ölümünün 

iki farklı tipini tanımlamış ve bunları nekroz ve nekrobiyoz olarak adlanlandırmıştır. 

Aslında nekrobiyoz adı altında Virchow, apoptozu morfolojik olarak tanımlamaktadır. 

Bu dönemdeki araştırmalar arasında öne çıkanlardan biri de Flemming’in 

çalışmalarıdır. Flemming ilk defa hücre ölümünün sadece mekanik kuvvetler 
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nedeniyle olamayacağını, hücre içindeki kimyasal değişikliklerin de bu süreçte etkili 

olduğu fikrini ortaya koymuş, ayrıca “kromatolizis” kavramı ile ölen hücrelerdeki 

kromatin parçalanmasını tanımlamıştır. Bu günümüzde apoptozun karakteristik 

özelliği olarak bilinen DNA parçalanmasının ilk kez tanımlanmasıdır (65). Apoptoz 

ilk defa 1972 yılında Kerr tarafından yayınlanan çalışmada programlı hücre ölümü 

olarak adlandırılırken; birçok özelliği ile diğer hücre ölüm türlerinden farklı olduğu 

vurgulanmıştır (66). Apoptoz, hücrenin özel bir uyarıyı almasıyla başlayan ve ölümü 

ile sonuçlanan oldukça sıkı düzenlenen bir süreçtir. Apoptoz üzerine yapılan 

çalışmalar, bu süreçte yer alan mekanizmaların karmaşık bir düzenlenime sahip 

olduğunu ortaya koymaktadır. Bu mekanizmalar apoptozu düzenleyen bir dizi 

kompleks molekül ağını ve bunların ilişkili oldukları bir dizi sinyal yolağını 

içermektedir (Şekil 2).  

 

Şekil 2. Apoptotik yolaklar ve moleküller (67). 
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Apoptoz sonucunda hücrelerde kromatin yoğunlaşması, çekirdek 

fragmantasyonu ve hücre hacminde azalma gibi morfolojik; kaspaz aktivasyonu, DNA 

yıkımı, protein ve yüzey modifikasyonları gibi biyokimyasal değişiklikler gözlenir 

(68). Apoptoz temelde bir hücre ölümü olmasının ötesinde aynı zamanda çeşitli 

biyolojik süreçlerin ve biyolojik dengenin devamlılığını sağlamada, farklılaşmada, 

gelişmede, hücre çoğalmasının kontrolünde ve zararlı veya infekte olan hücrelerin yok 

edilmesinde de büyük öneme sahiptir (66). Programlı hücre ölümü olarak apoptoz 

organizmanın gelişiminde ve doku hemoastazisinin sağlanmasında üstlendiği roller 

nedeni ile evrimsel süreçte korunmuş oldukça önemli bir hücresel olaydır. Embriyo 

gelişim sürecinde yeni hücrelerin ortaya çıkması ve mevcut hücrelerin farklılaşması 

sırasında rol oynayan en önemli mekanizma apoptozdur. Özellikle morula ve 

blastokist evrelerinde hücre sayısının sınırlandırılmasında oldukça önemlidir (69). 

Ancak, kanser gibi patolojik durumlarda hücreler apoptoza gitme yeteneklerini 

kaybederler ve bu durum hücrelerin kontrolsüz çoğalmasına neden olur. Ayrıca, 

kanser hücrelerinin çoğunda apoptotik yolağın aktivasyonunu engelleyen proteinlerin 

aşırı ekspresyonu da görülmektedir. Bazı durumlarda ise kanser hücreleri çeşitli 

mekanizmalar geliştirerek, onları programlı hücre ölümünden kurtaracak olan anti-

apoptotik molekülleri sentezlemektedir (70).  

2.2.2. Apoptozun Molekülleri 

2.2.2.1. Kaspazlar 

1990’lı yılların başlarında; nematodlarda Ced-3 ve Ced-4 adı verilen genlerin 

veya bu genlere ait ürünlerin, pozitif olarak hücre ölüm programının belirlenmesinde 

rol aldıkları anlaşılmıştır. Sonrasında ise nematodlarda bulunan Ced-3’ün insanda bir 

aspartat spesifik proteaz olan interlökin 1-β dönüştürücü enzimi (ICE) sentezleyen 

genle homolog olduğu tespit edilmiştir. ICE’nin ektopik ekspresyonlarının kemirgen 

hücrelerinde apoptoza yol açması ise kaspazların apoptozla olan ilişkilerini ortaya 

koymuştur (71). Kaspazlar apoptozdaki rolleri ile tanınmasına karşılık, piroptozis ve 

inflamasyon gibi süreçlerde de rol oynamaktadır. Bunun yanı sıra eritroid farklılaşma, 

lens gelişimi, spermatogenez, kök hücre farklılaşması ve nöronal gelişim gibi 
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süreçlerde de etkindirler (72). Ayrıca bazı çalışmalar kaspazların otofajide rol oynayan 

çeşitli proteinleri yıkarak, bu sürece de etki ettiklerini göstermektedir (73).   

Kaspazlar peptid bağlarının Asp (aspartik asit) rezidülerini, karboksil ucundan 

kesen proteazlardır (72). Günümüze kadar insanda 11 farklı kaspaz tipi tanımlanmıştır. 

Kaspazlar inaktif proenzimler olarak salınır ve tam bir katalitik aktivite için taşımış 

oldukları Asp rezidülerinin proteolitik yıkımı gerekir. Yapısal olarak kaspazlar bir ön 

alan, bir büyük alt birim (~20 kDa) ve bir küçük alt birimden (~10 kDa) oluşur. 

Aktivasyonla birlikte ön alan ve büyük alt birim arasındaki Asp bağlarının yıkımı ile 

büyük ve küçük altbirim proenzimden ayrılır. Ardından ikinci bir yıkım büyük ve 

küçük alt birimler arasındaki Asp bağlarını hedef alarak bu ikisini ayrır (Şekil 3). Aktif 

kaspazlar genellikle iki büyük ve iki küçük alt birimden oluşan bir tetramerik yapıya 

sahiptirler ve bu nedenle iki adet aktif bölge içerirler (74).  

 

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

Kaspazları öncelikle iki ana gruba ayırmak mümkündür; apoptozda rol 

oynayan kaspazlar (kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 12) ve çoğunlukla sitokinlerin 

işlenmesinde görevli kaspaz 1 (ICE) ile ilişkili kaspazlar (kaspaz 1, 4, 5, 11). Ardından 

apoptozda rol oynayan kaspazlar ise ön alanlarının büyüklüğüne göre; başlatıcı ve 

efektör kaspazlar olmak üzere iki ana gruba daha ayrılır. Burada uzun bir ön alana 

sahip kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10) daha çok başlatıcı kaspazlar olarak davranırlar. 

Çünkü bu kaspazların uzun ön alanları, kaspazları aktive eden moleküllerce (FADD, 

APAF-1) tanınmasını ve bağlanmasını sağlayan, kaspaz bağlanma bölgesi (CARD) 

veya CARD benzeri motifler taşımaktadır. Kısa ön alana sahip kaspazlar (kaspaz 3, 6, 

7) ise efektör kaspazlar olarak adlandırılır. Bunlar kısa ön alanlarında CARD 

motiflerinden yoksundur ve bu nedenle daha çok apoptozun ilerleyen evrelerinde 

aktive olabilirler (75).  
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Genel olarak hücreleri apoptoza götüren sebepler bilinmekle birlikte, bu farklı 

koşullarda kaspazların nasıl aktive edildiği tam olarak bilinmemektedir. Ancak sonuç 

olarak birçok uyarı başlıca üç ana yol ile kaspazları aktive eder; mitokondriyal kaspaz 

aktivasyonu, ölüm reseptörü aracılı kaspaz aktivasyonu ve granzim-B tarafından 

indüklenen kaspaz aktivasyonu (71, 75). Her ne şekilde olursa olsun sonuçta aktive 

olan kaspazlar hücredeki çeşitli proteinleri hedef alarak apoptozun beklenen 

değişikliklerine aracılık ederler. Kaspazlar tipik olarak hedef proteinlerdeki çeşitli 

tetra peptid motifleri tanırlar. Ancak bu motifleri içermeyen hedef substratlar da 

bilinmektedir. Gelsolin, fodrin, nüklear laminin A ve B, Gas2 (growth arrest specific 

protein 2), keratin 18 ve β-katenin gibi çeşitli hücre iskelet proteinleri kaspazların 

substratları arasındadır. Bu proteinlerin yıkımı hücre gövdesinin yeniden 

organizasyonuna yol açar ve apoptotik cisim gibi hücresel parçaların oluşumuna neden 

olur. DFF45 (DNA Fragmention Factor, 45kDa) ya da ICAD (Inhibitör of Caspase-

Activated DNase) diğer önemli kaspaz subtratları arasındadır. Özellikle ICAD’ın 

parçalanması ile CAD (Caspase Activated DNase) aktivasyonu ve apoptozun tipik 

DNA yıkım paterni gerçekleşir (76).  

2.2.2.2. BCL-2 Ailesi Proteinleri 

BCL-2 ailesi üyeleri özellikle apoptozun mitokondriyal yolağında rol oynayan 

önemli moleküllerdir. BCL-2, apoptoz yolağı ile ilgili olarak tanımlanan ilk 

moleküldür. BCL-2 öncelikle insan foliküler lenfoma hücrelerinde t(14;18) 

translokasyonu ile tanımlanmış, ardından bir proto-onkogen olarak rolü anlaşılmıştır. 

Ardından bu protein ile dizi homolojisi paylaşan diğer üyeler tanımlanmıştır. BCL-2 

ailesi üyeleri başlıca BH1, BH2, BH3 ve BH4 olarak adlandırılan dört alanda dizi 

homolojisi gösterirler. Ancak tüm üyeler bu alanların tamamını taşımaz. Bu alanlar, 

çeşitli moleküler fonksiyonlar ve aile üyeleri arasındaki protein etkileşimleri için 

gereklidir. BH1 ve BH2 alanlarının anti-apoptotik moleküllerin apoptozu baskılayıcı 

fonksiyonları için gerekli olduğu, BH3 alanının ise pro-apoptotik moleküllerin bu 

fonksiyonları için gerekli olduğu bilinmektedir. BH4 alanının ise temel olarak anti-

apoptotik moleküllerde bulunması, apoptozun baskılanmasında fonksiyonel 

olabileceğini göstermektedir (77). Pro-apoptotik moleküller, sadece BH3 alanı taşıyan 

veya çoklu alana sahip moleküller olarak sınıflandırılıabilir. Sadece BH3 alanına sahip 
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BID, BIM, BAD gibi moleküller periferik ölüm sinyallerini alan ve BAX ve BAK gibi 

çoklu alana sahip efektör molekülleri aktive edebilen bir özellik sergiler (78).  

BCL-2 ailesi proteinleri, birbirleri ile ve bazı diğer proteinler ile etkileşebilir. 

Bu etkileşimler temel olarak üç şekilde olabilir. Bunlardan ilki ve en sık görüleni, pro-

apoptotik ve anti-apoptotik üyeler arasındaki etkileşimdir. Bu etkileşim, antagonistik 

bir etkiyle sonuçlanır ve hücre ölüm programının dinamik kontrolünü sağlayabilir. 

Ancak burada tüm pro-apoptotik moleküllerin diğer tüm anti-apoptotik moleküllerle 

etkileşime girmeleri söz konusu değildir. Bu konuda henüz tam olarak 

aydınlatılamamış bir seçicilik söz konusudur (79). İkinci tip etkileşim ise iki pro-

apoptotik eleman arasında gerçekleşir. Bunlardan biri çoğunlukla sadece BH3 alanı 

taşıyan tipteyken, diğeri çoklu alan sahibi bir tiptedir. Böyle bir etkileşim çoklu alana 

sahip efektör moleküllerin aktivasyonu için önemlidir. Üçüncü tip etkileşimde ise aynı 

molekülün multimerizasyonu görülür. Bu hem anti-apoptotik hem de pro-apoptotik 

moleküllerde görülebilir. Burada özellikle ölüm öncülü moleküllerden BAX ve 

BAK’ın kendi içlerinde multimerizasyonu mitokondriden sitokrom c gibi apoptotik 

moleküllerin salınımına yol açan mitokondriyal kanalların oluşumunda oldukça 

önemlidir (80).  

BCL-2 ailesi üyelerinin, hücre ölümü ve yaşamı arasındaki dengeyi 

sağlamadaki potansiyel etkileri nedeniyle bu moleküllerin ekspresyon ve aktiviteleri 

sıkı bir şekilde kontrol edilmektedir. Bazı moleküller hücrelerde hazır halde 

bulunurken, bazıları ise sadece ölüm sinyali alındıktan sonra sentezlenir. Bu durum 

özellikle pro-apoptotik moleküller için geçerlidir. Anti-apoptotik moleküllerin 

ekspresyonları ise hücre türüne ve zamana bağlı olarak çeşitli yaşamsal sinyaller veya 

inflamatuvar sinyaller aracılığı ile indüklenebilir (81). BCL-2 ailesi proteinlerinin 

aktivitesinin düzenlenmesindeki en önemli mekanizmalardan biri, post-translasyonel 

modifikasyonlardır. Bu modifikasyonlar çoğunlukla bir ölüm ya da sağ kalım sinyaline 

cevap olarak gelişir ve temel olarak moleküllerin proteolitik yıkımı veya 

fosforilasyonu şeklinde gözlenir. Posttranslasyonel modifikasyonun BAX, BID, BIM 

ve BAD gibi pro-apoptotik moleküllerde neden olduğu önemli sonuçlarından biri, 

modifiye olan moleküllerin mitokondriye translokasyonlarıdır. Böylece, BCL-2 ailesi 

proteinler dış ölüm sinyallerini mitokondriye ileten sensör görevi kazanır (78, 82).  
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Mitokondriyal yolağın aktivasyonu; mitokondriyal disfonksiyon ve bir dizi 

mitokondriyal apoptotik molekülün salınımı ile karakterizedir. Her iki süreç de ölüm 

antagonistleri (BCL-2, BCL-XL, vd.) tarafından inhibe edilirken ölüm agonistleri 

(BAX, BAD, BID, BAK, vd.) tarafından desteklenir (Tablo 1). Mitokondriyal 

apoptotik proteinlerin salınımı dış membran geçirgenliğindeki artışla ve bu durum da 

mitokondriyal geçirgenlik porunun açılmasıyla mümkündür. Bu ise BAX veya BAK 

gibi por oluşturabilen BCL-2 ailesi üyeleri tarafından gerçekleştirilir (83).  

Tablo 1. BCL-2 aile üyesi proteinler. 

Fonksiyon Üyeler BH Alanları 

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

BCL-B/Bcl-2L-10/Nrh 
Çoklu alan 

Pro-apoptotik BAX, BAK, BOK, Bcl-xs,  Çoklu alan 

Pro-apoptotik 
BAD, BID, BIK, BLK, BIM/BOD, BMF, 

Nip3/BNIP3, Noxa/APR, PUMA, MAP-1, Bcl-Gs 
Sadece BH3 

 2.2.2.3. Apoptozun İnhibitör Proteinleri (IAP’ler) 

Apoptozdan, hücre prolifersyonu ve terminal farklılaşmaya kadar birçok 

hücresel olayda kaspaz yolağının aktivasyonu ve kontrolü büyük önem taşımaktadır. 

IAP’ler kaspaz yolağının temel düzenleyicileri olarak görev yapan bir grup proteindir 

(84). IAP’ler, BIR (Baculoviral IAP Repeat) olarak isimlendirilen bölgelerle 

karakterizedir. Bu proteinler bir ya da daha fazla BIR bölgesi içeren ve anti-apoptotik 

aktivite gösterenler ile sadece bir tane BIR bölgesi içeren ve sitokinez ile kromozom 

ayrışmasından sorumlu moleküller olmak üzere iki ana grupta incelenebilir (Tablo 2) 

(85).  

  



20 

Tablo 2. Apoptoz inhibitör proteinler. 
IAP Diğer İsimleri BIR 

Alanları 

Kaspaz Özgünlüğü 

NAIP BIRC1 BIR(3) Kaspaz 3, 7 

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

 c-IAP1 BIRC2, API1, MIHB, HIAP2 BIR(3) Kaspaz 3, 7, 9 

c-IAP2 BIRC3, API2, MIHC, HIAP2 BIR(3) Kaspaz 3, 7, 9 

Survivin BIRC5, API4, TIAP BIR Kaspaz 3, 7 

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

Ts-IAP BIRC8, ILP-2 BIR Kaspaz 9 

Mekanizmalardan bağımsız olark IAP’ler apoptozun hem ekstrinsik hem de 

intrinsik yolağını inhibe etmektedir. IAP’lerin en önemli fonksiyonel birimi olan BIR 

bölgeleri kaspazların inhibisyonundan sorumlu alanlardır. Tüm BIR’ler yapısal olarak 

benzerlik göstermelerine karşılık, kaspazları inhibe etme mekanizmaları değişiklik 

göstermektedir (86).  

Bazı proteinler ise IAP’lere bağlanarak onların aktivitelerini doğrudan 

baskılayabilmektedir. Bunlar XAF1 (XIAP-Associated Factor1), SMAC (Second 

Mitochondrial Activator of Caspases -Diablo-) ve OMI (HTR2A) dir. XAF1 direkt 

olarak XIAP’ye bağlanarak XIAP aracılı kaspaz 3 aktivasyonunu engelleyebilir (Şekil 

4). XIAP baskın olarak sitoplazmik bir protein olmasına karşılık, XAF1 proteini 

çekirdekte birikim gösterir. Ancak XAF1, XIAP’nin sitoplazmadan nükleusa geçerek 

yeniden yerleşimini tetikleyebilir. Çalışmalar, XAF1’in normal hücrelerde %1 kadar 

düşük bir oranda eksprese edilmesine karşılık; bu ekspresyon kaybının apoptoz 

baskısını ortadan kaldırarak malign dönüşüme neden olabileceğini göstermektedir 

(87). XAF1’in aksine SMAC proteini sağlıklı hücrelerde mitokondride yerleşim 

gösterir ve sitokrom c’ye benzer bir kinetikle apoptotik stres sonucu buradan salınır. 

Diğer bir mitokondriyal IAP bağlayıcı protein ise OMI’dir. SMAC gibi OMI de 

apoptotik hücrelerde mitokondriden salınım gösterir (88).  
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Şekil 4. IAP'lerin apoptotik yolaklardaki fonksiyonu (89). 

2.2.3. Apoptozun Yolakları 

Memelilerde iki temel apoptotik yolak vardır; ekstrinsik yolak (ölüm reseptörü 

aracılı) ve intrinsik yolak (mitokondri aracılı). Bunların yanı sıra endoplazmik 

retikulum stresi sonucu kaspaz 12 ve kaspaz 2 gibi moleküllerin aktivasyonu ile 

gerçekleşen veya T hücre aracılı ve perforin-granzimler rol aldıkları, daha az bilinen 

bazı apoptotik yolaklar da mevcuttur (90) (Şekil 5).  
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Şekil 5. Apoptoz yolakları (90). 

2.2.3.1. Ölüm Reseptörleri ve Ekstrinsik Yolak 

Ölüm reseptörleri Tumor Necrosis Factor/Nerve Growth Factor (TNF/NGF) 

reseptör ailesinde (TNFRSF) yer alan, hücre yüzey reseptörleridir. TNFRSF ailesi 27 

reseptörden oluşur (Tablo 3). Bu reseptörlerle ilişkili, 20 farklı TNF ailesi üyesi 

(TNFSF) ligand tanımlanmıştır (Tablo 4). Bu reseptör ve ligandlar hücre çoğalması, 

sağ kalımı veya apoptoz gibi olayların düzenlenmesinde rol üstlenirler. 
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Tablo 3. TNFRSF üyeleri. 

Tanımlanmış bazı TNFRSF üyeleri 

(reseptörler) 
Diğer isimlendirmeleri 

TNFR1 CD120a / TNFRSF1A 

TNFR2 CD120b / TNFRSF1B 

LTβR TNFRSF3 

OX40 CD13 / TNFRSF4 

CD27 TNFRSF7 

CD40 TNFRSF5 

FAS CD95 / TNFRSF6 

DCR3 TNFRSF6B 

CD30 TNFRSF8 

4-IBB 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 üyeleri. 

Tanımlanmış bazı TNFSF üyeleri 

(ligandlar) 
Diğer isimlendirmeleri 

TNF TNFSF2 

LTβ TNFSF3 

OX40L CD252 / TNFSF4 

CD27L CD70 / TNFSF7 

CD40L CD154 / TNFSF5 

FASL CD178 / TNFSF6 

CD30L CD153 / TNFSF8 

4-IBBL TNFSF9 

TRAIL APO2L/ CD253 / TNFSF10 

RANKL CD254 / TNFSF11 

TWEAK TNFSF12 

APRIL CD256 / TNFSF13 

BAFF BLYS / CD257 / TNFSF13B 

LIGHT CD258 /TNFSF14 

GITRL TNFSF18 

NGF - 

LTα TNFSF1 
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Çözünür veya membrana bağlı TNFSF molekülleri, TNFRSF monomerlerini 

organize ederler. Bu durumda TNFR ilişkili faktörler (TRAF-TNFR Associated 

Factors-) reseptöre tutunarak serin-treonin kinaz aktivasyonu ile sağ kalım ya da 

inflamatuvar sinyalleri oluştururlar. Diğer taraftan, eğer TNFSF molekülleri ölüm 

bölgesi (DD-death domain-) içeren TNFRSF monomerlerini organize ederlerse; DED 

(Dead Efector Domain) içeren adaptör proteinler (TRADD ve FADD gibi) reseptöre 

bağlanarak aktive olur ve kaspazları aktive ederler. Böylelikle hücrede apoptotik 

sinyal oluşur (91). Bazı TNFRSF üyeleri ise, hücre ve sinyal tipine bağlı olarak hem 

inflamatuvar yolakları hem de hücre ölüm yolaklarını uyarabilir (92). 

TNFRSF ailesinde özellikle 6 reseptör apoptozla ilişkili bulunmuştur. DED 

içeren adaptör proteinler ile etkileşime geçebilme özelliğine sahip bu reseptörler ayrıca 

ölüm reseptörleri olarak da adlandırılmaktadır. Bunlar; Fas (CD95/APO-1), TNF-R1 

(p55/CD120a), TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5/APO-2/KILLER), DR3 (APO-

3/TRAMP/WSL-1/LARD) ve DR6’dır (93). Bunlar yapısal olarak hücre içi bir C-

terminal kuyruğu, membran boyunca uzanan bir bölge ve bir ligand bağlayan hücre 

dışı N-terminal bölgesi içeren birer tip 1 transmembran proteinleridir. Bu proteinler, 

sisteinden zengin alan (CRD) olarak isimlendirilen ekstraselüler yapılar ve sitoplazmik 

bölgedeki ölüm sinyalini başlatan ölüm bölgesi (DD) adı verilen yapılar içerirler (Şekil 

6). 

 

Şekil 6. Ölüm reseptörlerinin yapısal karşılaştırması (89). 
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Bu reseptörler, ilişkili TNFSF üyesi ligandlar tarafından aktive edilirler. Bu 

ligandlar çoğunlukla yapısal olarak tip 2 transmembran proteinleridir. Ancak bunlar 

çeşitli metallaproteazlarla kesilerek çözünür formda sitokinler olarak da bulunabilir 

(94). Ölüm reseptörlerince sinyal iletimi, ligandın reseptörün ekstraselüler bölgesine 

bağlanması sonucunda intraselüler bölgelerin yeniden düzenlenimi ile tetiklenen 

reseptör oligomerizasyonu aracılığıyla gerçekleşir. Bu yeni düzenlenim farklı bazı 

adaptör proteinlerin intraselüler bölge ile etkileşime girmesine neden olarak ölüm 

reseptörleri ve ölüm efektörleri arasındaki bağlantıyı sağlar (95). Adaptör proteinler 

çoğunlukla enzimatik aktiviteye sahip olmayan ancak reseptörün DD bölgesi ile 

etkileşime girebilen bir DD bölgesine sahip yapıdadırlar. Ayrıca bu adaptör proteinler 

başlatıcı kaspazlardaki bir DED veya CARD bölgesi ile etkileşime girebilen bir DED 

bölgesine de sahiptir. Bu etkileşimler sonucu oluşan komplekse DISC (Death Inducing 

Signalling Complex) adı verilir. Reseptöre bağlanan çeşitli kaspaz moleküllerinin 

birbirlerine yakınlığı, bu kaspazların aktivasyonuna neden olur. Aktive olan başlatıcı 

kaspazlar efektör kaspazların aktivasyonu ile devam eden bir yolağı başlatır. Apoptoz 

tetiklendikten sonra DISC ortadan kaldırılır (96).  

2.2.3.2. Fas Aracılı Ekstrinsik Yolak  

Fas bir hücre yüzey proteinidir ve bunun yanı sıra; dolaşımdaki Fas 

Ligandlarını (FasL) bağlayan ve böylece apoptoza karşı geliştirilen bir savunma 

mekanizmasının parçası olabileceği düşünülülen çözünebilir formda da bir Fas 

reseptörü bulunmaktadır. FasL ise bir tip 2 transmembran proteinidir. FasL ayrıca bir 

metalloproteinaz tarafından ekstraselüler bölgesinden proteolitik olarak kesilerek 

çözünür formda salınabilir (97, 98). Fas’ın FasL ile bağlanması sonucu; bir adaptör 

protein olan FADD/MORT-1 (Fas Associated Protein with Dead Domain/Mediator of 

Receptor Induced Toxicity) reseptöre tutunarak mikroagregatlar oluşturur. FADD; DD 

içeren C-terminal bölgesi ve DED içeren bir N-terminal bölgesi taşıyan sitoplazmik 

bir proteindir. FADD, DD bölgesi ile reseptörün DD bölgesine bağlanırken, DED 

bölgesi prokaspaz 8 ile bağlanır. Prokaspaz 8’in DISC’e tutunup birikim göstermesi, 

otoproteolitik yıkım ile kaspaz 8 aktivasyonuna neden olur. Prokaspaz 10 da Fas 

DISC’e tutunarak benzer bir kinetikle aktive olabilmektedir (Şekil 7) (99).  
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Şekil 7. FasL - Fas bağlantısı sonucu DISC oluşumu (89).  

DISC oluşumu sonrası sinyal iletimi ise hücre tipleri arasında farklılık 

göstermektedir. Bu açıdan iki farklı tipte Fas aracılı apoptotik sinyal yolağı 

oluşmaktadır. Tip 1 hücrelerde DISC büyük ölçüde prokaspaz 8 aktivasyonuna neden 

olmakta bu da efektör kaspazlardan biri olan kaspaz 3’ü aktive etmektedir. BCL-2 

veya BCL-XL gibi anti apoptotik proteinlerin aşırı ekspresyonu bile bu hücrelerde 

apoptozdan koruyucu bir etki oluşturamamaktadır. Bu durum tamamen mitokondri 

bağımsız bir kaspaz aktivasyonunu işaret etmektedir. Ancak tip 2 hücrelerde ise DISC 

oluşumu belirgin ölçüde azalmıştır ve kaspazların aktivasyonu belirgin ölçüde 

mitokondriyal olaylara bağlıdır (Şekil 8). Burada Fas sinyali ile mitokondriyal yolak 

arasında karmaşık bağlantı bir proapoptotik BCL-2 ailesi üyesi olan BID’in kaspaz 8 

tarafından yıkımı ile ortaya çıkar. BID yıkımı sonucu oluşan t mitokondriye geçer; 

sitokrom c, AIF, SMAC gibi apoptojenik faktörlerin salınımına neden olur (100, 101).  

Apoptotik mekanizmaların tam bir uyum içerisinde işlemesini sağlamaya 

yönelik Fas sinyal mekanizmasının sıkı bir şekilde düzenlenmesi gerekmektedir. 

Yakın zamanda viral kökenli v-FLIP (viral FLICE-inhibitory proteins) adı verilen bir 

grup anti apoptotik protein tespit edilmiştir. Bunlar sahip oldukları iki DED alanı ile 

Fas DISC’e ve diğer bazı ölüm reseptörlerine bağlanarak kaspaz 8 aktivasyonunu 

engelleyebilirler. Ancak bu proteinlerin henüz kaspaz 10 aktivitesini bloke 

edebildikleri görülmemiştir. Bu prtoteinin insanlarda homoloğu olan c-FLIP 
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(FALME-1/I-FLICE/Casper/CASH/MRIT/CLARP/Usurpin) biri kısa biri uzun olmak 

üzere iki izoformdan oluşur (c-FLIPS ve c-FLIPL) ve her ikisi de DISC’e bağlanarak 

kaspaz 8 aktivasyonunu engeller (102). 

 

Şekil 8. Tip 1 ve Tip 2 hücrelerde Fas/CD95 aracılı apoptoz yolağı (89). 

2.2.3.3. TNF Aracılı Ekstrinsik Yolak  

TNF/TNF-reseptör sinyal mekanizması iki farklı reseptöre sahiptir; TNF-R1 

(p55/CD120a) ve TNF-R2 (p75/CD120b). Her ikisi de TNF bağlayan bir ekstraselüler 

amino ucu, bir transmembran heliks bölgesi ve sitoplazmik kuyruk içeren tip 1 

transmembran proteinidir. Ancak sitoplazmik bölgede sadece TNF-R1 bir DD 

bölgesine sahiptir ve apoptotik sinyal iletiminin bir aracısıdır (103). Bu reseptörlerin 

başlıca üç ligandı bulunmaktadır; membrana bağımlı TNF-α (mTNF-α), çözünür 

formda TNF-α (sTNF-α) ve çözünür formda lenfosit kökenli sitokin (LTα/ TNF-β). 
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mTNF-α, homotrimerik yapıda bir tip 2 transmembran proteinidir. Bu öncüden bir 

metalloproteaz olan TNF-α dönüştürücü enzim (TACE) aracılığı ile çözünür form 

oluşturulur ve her iki form da biyolojik olarak aktiftir (104). TNF-α’nın TNF-R1’e 

bağlanması reseptörün hücre içi bölgesinde DD bölgesi içeren çeşitli adaptör 

proteinlerin bağlanması ile sonuçlanan yapısal bir değişikliğe neden olmaktadır. Bu 

adaptör proteinlerin DD bölgesi ile reseptörün DD bölgesi etkileşime girmektedir. 

Uyarılmamış olan bir TNF-R1, SODD (Silencer of Death Domain) adı verilen ve 

reseptörün DD bölgelerini spontan olarak aktive olmaktan koruyan bir protein ile 

bağlantılıdır. Reseptör uyarıldığı zaman SODD reseptörden ayrılarak TRADD 

(TNFR- Associated Protein with Death Domain) adı verilen adaptör proteinin 

reseptörün DD bölgelerine bağlanmasına müsade 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 çeşitli sinyal moleküllerinin aktive 

reseptöre bağlanmasına aracılık eder. RIP haricinde bu proteinlerin enzimatik 

aktiviteleri yoktur. FADD prokaspaz 8’e bağlanarak onu aktive eder. RIP, RAIDD’i 

bağlar ve prokaspaz 2’yi aktive eder (Şekil 9).  

 

Şekil 9. TNF-R1'e TNF-α'nın bağlanması ile DISC oluşumu (89). 

RIP ayrıca TRAF-2 ile etkileşime girerek yaşamsal yolakları uyarır ve immün 

cevapları düzenler (106). RIP ve TRAF-2 etkileşimi iki ayrı yolak üzerinden farklı 

sonuçlara yol açabilir. Birinci yolakta, NIK (NF-кB Induced Kinase) adı verilen 
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protein kinaz aktive olur. Bu da IKKα (IKK1), IKKβ (IKK2) ve IKKγ (NEMO) adı 

verilen, üç proteinden oluşan IKK’yi (IкB Kinase Complex) aktive eder. IKK ise NF-

кB’yi inhibe eden IкBα proteinini fosforilleyerek yıkımına neden olur. Bunun 

sonucunda serbest kalan NF-кB çekirdeğe geçerek hedef genlerin transkripsiyonunu 

başlatır. NF-кB, Rel protein ailesinin bir üyesidir. Bu proteinler kendi aralarında farklı 

kombinasyonlarda homodimer ya da heterodimer yapılar oluşturarak, DNA üzerinde 

кB bölgeleri olarak adlandırılan birtakım alanlara bağlanarak gen ekspresyonunu 

düzenler. Bu transkripsiyon ailesi üyelerinden en fazla tanınanı NF-кB olarak 

adlandırılan p50/RelA heterodimeridir. Sonuç olarak ise NF-кB antiapoptotik genlerin 

ekspresyonunu arttırırken, apoptotik genlerin ekspresyonunu azaltır (107).  

İkinci yolakta ise MAP (Mitogen Activated Protein) kinazların rol oynadığı 

görülür. Bu yolakta sırasıyla MEKK-1 (Mitogen Activated Protein/Erk Kinase Kinase-

1) ve JNKK (JNK Kinase) aktivasyonu sonucu JNK (Janus kinase) aktive olur. Aktif 

JNK ise; c-Jun, ATF-2 ve AP-1 gibi bir dizi transkripsiyon faktörünü aktive ederek 

hücreyi apoptoza götürür. Diğer taraftan TRAF-2; anti apoptotik faktörler olan c-IAP-

1, c-IAP-2 ve TRAF-1 gibi moleküller üzerinden apoptotik TRADD-FADD-kaspaz 8 

yolağını inhibe edebilir (Şekil 10); (108).  

 

Şekil 10. TNF-R1 aracılı sinyal iletim yolakları (89). 
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2.2.3.4. TRAIL Aracılı Ekstrinsik Yolak  

TNF ailesi üyelerinin tanımlanmasının ardından TNF ile ilişkili ve apoptozu 

indükleyen bazı ligandlar ve bunların reseptörleri de tespit edilmiştir. Bu proteinler 

TRAIL/APO-2L (TNF Related Apoptosis Inducing Ligand) olarak adlandırılmıştır. 

TRAIL yapısal olarak bir tip 2 transmembran proteinidir ancak; metalloproteinazlar 

aracılı yıkım ile serbest formu da oluşabilir. TRAIL’in apoptozu özellikle normal 

hücrelerden ziyade kanser hücre hatlarında ve kanser ksenograftlarında uyardığı 

görülmekle birlikte, bu duyarlılığın nedeni henüz açıklanamamıştır.  

TRAIL’in bağlandığı reseptörlerden ikisi TRAIL-R1(DR4) ve TRAIL-R2 

(DR5/Killer/TRICK2) dir. Bu bağlanma sonrası apoptoz ile sonuçlanan bir dizi olay 

gelişir. Her iki reseptör de TRAIL bağlayan ekstraselüler bölgeye, bir tarnsmembran 

bölgeye ve apoptotik sinyal iletimini sağlayan DD içeren bir sitoplazmik kuyruk 

bölgesine sahiptir (109). Diğer iki reseptör ise TRAIL-R3 (DcR1/TRID/LIT) ve 

TRAIL-R4 (DcR2/TRUNDD) olarak adlandırılan tuzak reseptörlerdir. Ekstraselüler 

ve transmembran bölgeleri açısından TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 reseptörlerine 

benzemekle birlikte, farklı olarak hücre içinde aktif bir DD bölgesi taşımazlar (Şekil 

11). Beşinci TRAIL reseptörü ise çözünebilir OPG reseptörüdür (Osteoprotegerin 

Receptor) ve ligand olarak ODF’i (Osteoclast Differantion Factor) bağlar. Ancak OPG 

de bir tuzak reseptör olarak rol oynayabilir. Çünkü aynı zamanda TRAIL’i de 

bağlamasına karşılık apoptozu uyarmaz. TRAIL için en yüksek afiniteye sahip 

reseptör TRAIL-R2’dir (110).  

Fas’a benzer şekilde aktive olan TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 reseptörleri 

FADD’ı, kaspaz 8 ve kaspaz 10’u bağlayarak DISC yapılarını oluşturur. Yine Fas 

yolağına benzer şekilde TRAIL tarafından indüklenen apoptoz da c-FLIP over 

ekspresyonu ile etkin bir şekilde baskılanabilir. Bazı çalışmalar TRAIL’in apoptozu 

indüklemesinin yanı sıra farklı yolaklar üzerinden NF-кB ve JNK’yı da aktive 

edebildiğini göstermektedir. Ancak NF-кB aktivasyonu TRAIL’in indüklediği 

apoptozu inhibe etmek için yeterli olmamaktadır (111).  
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Şekil 11. TRAIL reseptörleri ve TRAIL DISC (89). 

2.2.3.5. DR3 ve DR6 Aracılı Ekstrinsik Yolak  

DR3 reseptörü de diğer ölüm reseptörlerine benzer şekilde bir ekstraselüler N-

terminal bölgesi, bir tarnsmembran bölge ve sitoplazmik bir C-terminal bölgesinden 

oluşmaktadır. Reseptörün ligandlarından biri Apo3L’dir. Bu da diğer TNF ailesi 

ligandları gibi bir tip 2 transmembran proteinidir. DR3 aracılı sinyal iletim 

mekanizması TNF-R1’e benzerlik göstermektedir. Aslında DR3 TRADD, TRAF-2, 

RIP ve NIK üzerinden NF-кB’yi aktive ederken ayrıca TRADD, FADD ve kaspaz 8 

aracılı bir yolak ile de apoptozu indüklemektedir (112). DR6 reseptörü de yapısal 

olarak diğer ölüm reseptörlerine benzemesine karşılık, DD bölgesi C-terminal ucunda 

değil transmebran bölgesine yakın başka bir kuyrukta yerleşmiştir. Bu reseptörün yol 

açtığı sinyal yolakları ve ligandları konusunda yeteri kadar bilgi bulunmamaktadır 

(113).  
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2.2.3.6. Mitokondri ve İntrinsik Yolak  

İntrinsik yolak ölüm reseptörü aracılığı olmadan bir dizi hücresel ve 

mitokondriyal mekanizmaları tetikleyen olaylarla düzenlenir. İntrinsik yolağı başlatan 

uyarılar pozitif ya da negatif tarzda olabilir. Negatif sinyaller, hücre ölüm programını 

baskılama yetersizliği ile sonuçlanan belirli büyüme faktörlerinin, hormonların ve 

sitokinlerin yokluğu olarak sınıflandırılabilir. Diğer bir ifadeyle, burada apoptozu 

baskılayan faktörlerin yokluğu söz konusudur. Pozitif sinyalleri ise radyasyon, 

toksinler, hipoksi, hipertermi, viral infeksiyonlar, serbest radikaller ve benzeri birçok 

faktörün varlığı oluşturur (114). Tüm bu uyaranlar; BCL-2 proteinlerinin aktivitesini 

etkilemektedir. Proapoptotik BCL-2 üyeleri aktive edildikleri zaman, dış 

mitokondriyal membranın geçirgenliğini artırarak sitokrom c başta olmak üzere çeşitli 

pro-apoptotik moleküllerin salınınımına aracılık eder. Apoptotik uyarıların moleküler 

düzeyde hangi mekanizmalar ile BCL-2 proteinlerini aktive ettikleri tam olarak 

bilinmemekle birlikte, BCL-2 ailesi üyelerinin aktivasyonu sonrası gerçekleşen olaylar 

iyi bir şekilde tanımlanmıştır (80).  

Hücrelerde, pro-apoptotik özellikteki BAX yoğun olarak monomerler halinde 

sitoplazmada bulunmaktadır. Apoptotik uyarının ardından BAX sitoplazmadan 

mitokondriye geçer. BAX’ın aktivasyonunun hem C hem de N terminal bölgelerindeki 

yapısal bir değişiklik ile gerçekleştiği bilinmektedir. Bu değişim sonucu BAX 

oligomerler oluşturarak dış mitokondri membranına yerleşir. Anti-apoptotik 

özellikteki BCL-2, BAX aktivasyonunu ve oligomerizasyonunu inhibe edebir. BAK 

ise normal koşullarda hücrelerin dış mitokondriyal membranına yerleşmiş halde 

bulunur (77). BAX’a benzer şekilde aktive olan BAK’da da yapısal değişiklikler 

gözlenir. Bu sonuçlar, çoklu alana sahip proapoptotik proteinlerin aktivasyonunun 

proteinin yapısal değişikliği sonucu gerçekleştirdiğini göstermektedir. Sadece BH3 

alanı taşıyanlar ise temel olarak çoklu alana sahip proteinler üzerinden etki 

göstermektedir (83). Ekstrinsik ve intrinsik yolak arasındaki bağlantıyı sağlayan ve 

apoptotik cevabın artışını sağlayan BID haricindeki sadece BH3 alanına sahip 

proteinler, çoklu alana sahip proteinleri indirekt bir yoldan aktive etmektedir. Örneğin; 

BAD fosforile olarak aktive olduğunda, BCL-2 veya BCL-XL’ye bağlanarak onların 

antiapoptotik aktivitelerini baskılar. Diğer bir sadece BH3 alanına sahip protein olan 
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BIK’in de benzer şekilde fosforile olarak proapoptotik etkisinin güçlendiği 

görülmektedir. BIM ise normal koşullarda hücrede mikrotübüllere bağlı dineinler ile 

etkileşim halindedir ve apoptotik uyarı ile bulunduğu yerden ayrılarak mitokondri 

üzerinde anti apoptotik etkiye sahip proteinlere bağlanır ve onların aktivitelerini bloke 

eder (78).  

Normal olarak yaşamını sürdüren bir hücrede, sitokinler ve büyüme faktörleri 

çeşitli sinyal mekanizmaları aracılığı ile hücrelerin canlılığı ve çoğalması üzerine etki 

ederler. Bu faktörlerin yokluğunda ise hücrelerde apoptotik yolaklar aktive olmakta ve 

hücre ölümü görülmektedir. Diğer taraftan bu mekanizmalarda meydana gelen 

mutasyonlar ise hücrelerin apoptozdan kaçışına ve kanserleşme sürecine neden 

olabilmektedir. Hücre çoğalması ve dolayısı ile apoptotik süreçlerle ilişkili en önemli 

sinyal yolakları arasında JNK, Jak/Stat, Ras/Raf/Mek/Erk ve PI3K/Akt gibi sinyal 

yolakları gelmektedir (115-117).  

2.2.3.7. İntrinsik Yolak ve JNK Sinyal Mekanizması 

c-Jun NH2 terminal kinaz (JNK), MAP kinaz ailesin bir üyesidir ve ilişkili 

sinyal yolağı bir takım sitokinler ve çevresel strese maruziyet sonucu aktive 

olmaktadır. JNK ailesinin 10 üyesi tanımlanmıştır ve hepsi de JNK1, JNK2 ve JNK3 

olarak adlandırılan genlerin transkripsiyon ürünlerinin alternatif kesimi ile 

oluşturulmaktadır (118). JNK sinyal yolağının çoğalma, farklılaşma ve apoptozla ilgili 

süreçlerde yer aldığı bilinmektedir (119). JNK’nın apoptoz üzerine etkisi temel olarak 

hücre tipine, ölüm sinyalinin türüne, bu sinyalin aktivasyon süresine ve en önemlisi de 

diğer sinyal yolaklarının aktivitesine bağlı olarak gelişmektedir. Bir hücrenin, hücre 

dışı bir uyarıya maruziyeti sonucu hücre kaderinin belirlenmesi, tek bir sinyal 

yolağından ziyade birçok sinyal yolağının bütünleşik etkisine bağlıdır. JNK sinyal 

yolağı bunun iyi bir örneğidir (120).  

Sinyal yolağının aktivasyonunu takiben JNK fosforile olur. Fosforile JNK 

çekirdeğe geçer ve c-Jun’u fosforilleyerek aktive eder. Bu ise aralarında TNF-Α, FAS-

L ve BAK gibi bazı genlerin yer aldığı bir grup pro apoptotik genin 

transkripsiyonundan sorumlu bir transkripsiyon faktörü olan AP-1’i (Activator Protein 

1) aktive eder (121). Pro-apoptotik genlerin ekspresyonel artışı ve anti-apoptotik 
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genlerin ekspresyonel azalışı yanı sıra JNK, mitokondrideki pro/antiapoptotik 

proteinlerin fonksiyonlarının düzenlenmesi üzerine de direkt etki göstermektedir. 

Apoptotik uyarıyı takiben, JNK mitokondriye kolayca geçebilir ve çalışmalar 

mitokondriden sitokrom c’nin salınımında rolü olabileceğini göstermektedir. Bu 

mekanizma tam olarak aydınlatılamamış olmakla birlikte, JNK’nın bir pro-apoptotik 

BCL-2 üyesi olan BID’in yıkımına aracılık ettiğini göstermektedir. Bunun sonucu 

oluşan t-BID ise mitokondride BAX aktivasyonuna neden olmaktadır. BAX’da 

apoptotik proteinlerin çıkışına olanak veren membran kanallarını oluşturmaktadır. 

JNK ayrıca, BIM ve BMF gibi diğer bazı sadece BH3 bölgesi içeren pro-apoptotik 

BCL2 proteinlerinin de aktivitesini düzenlemektedir. Bu proteinlerin fosforilasyonu 

ise BAK ve/veya BAX aktivasyonuna yol açmaktadır (Şekil 12). Ayrıca farklı olarak 

aktive olan BIM, BCL-2 ve BCL-XL gibi antiapoptotik proteinlerin aktivitelerini de 

baskılayabilir (119).  

 

Şekil 12. JNK sinyal yolağı aracılı apoptoz (122). 

JNK yolağının hücre kaderinin belirlenmesindeki rolü, bu yolağın 

düzenlenimdeki bozukluklar sonucu gelişebilecek patolojiler bakımından hücreleri 

duyarlı hale getirmektedir. Bunlar arasında kanser, Alzheimer, Parkinson, kalp 

hipertrofisi ve iskemisi sayılabilir (120). JNK’ların Özellikle JNK1’in kanserleşme 

sürecinde malign dönüşümde rol oynadığına dair kanıtlar bulunmaktadır (123). Meme 
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kanseri, UV tarafından indüklenen cilt kanseri, beyin tümörleri, multiple miyleloma 

ve T-ALL tipi lösemilerde JNK yolağının rol oynadığı görülmektedir (124).  

2.2.3.8. İntrinsik Yolak ve Jak/Stat Sinyal Mekanizması 

Normal bir hücrede, bazı hücresel fonksiyonların kontrolü sitokinler tarafından 

sağlanır. Bunlar birtakım reseptörler aracılığı ile hücre içi sinyal mekanizmalarını 

harekete geçirirler. Bu farklı reseptörler ise Janus Kinazlar (JAK’lar) olarak 

isimlendirilen kinaz ailesi üyelerinden bir veya birkaçı aracılığı ile etki gösterir (125). 

JAK’ların fosforilasyon için hedefleri STAT’lardır (Signal Transducers and Activators 

of Transciption). STAT’lar hücre çoğalması, apoptoz ve hücre farklıklaşması gibi bir 

dizi hücresel olayda rol oynayan transkripsiyon faktörleridir. JAK/STAT yolağının 

karsinogenez sürecinde rol aldığı bilinmektedir (126).  

Günümüzde STAT 1, 2, 3, 4, 5A, 5B ve 6 olmak üzere 7 farklı STAT proteini 

tanımlanmıştır. JAK ailesi ise; JAK 1, 2, 3 ve Tyk 2 (Tyrosine kinase 2) olmak üzere 

4 farklı üyeden oluşur. Bir hücre IL-6 veya IFN-γ gibi bir sitokine maruz kaldığında, 

sitokin reseptörü ile ilişkili JAK kinazlar aktive olur ve STAT üzerindeki spesifik 

tirozin rezidülerini fosforiller. STAT proteinleri daha sonra farklı STAT molekülleri 

ile heterodimerize veya aynı STAT türleri ile homodimerize olur. Dimerizasyonu 

takiben STAT’lar çekirdekte lokalize olur ve hedef genlerin bulunduğu DNA 

bölgesine bağlanır ve bu genlerin ekspresyonu başlatılır. Bunlar arasında BCL-2 ve 

BCL-XL gibi anti-apoptotik proteinler de yer almaktadır. Sonuç olarak sitokinlerin 

dolayısı ile bu sinyalin varlığı hücreleri apoptozdan korur ve canlılığının devamını 

sağlar (127).  

Fizyolojik koşullarda JAK/STAT yolağı bazı inhibitör proteinler ile kontrol 

altında tutulur. Bu inhibitörler üç farklı grupta toplanır; 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 yolağı tarafından arttırılır. Böylece, yolağın negatif geri 

beslemesini sağlarlar. SOCS’lar direkt olarak sitokin reseptörüne veya JAK 

proteinlerine bağlanarak inhibisyon yaparlar. Birçok kanser türünde bu yolakta yer 
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alan molekülleri etkileyen mutasyon sonucu hücre çoğalması ve apoptozdan kaçış 

olduğu görülmektedir (128).  

2.2.3.9. İntrinsik Yolak ve PI3K/Akt Sinyal Mekanizması 

Hücrelerin büyük çoğunluğu yaşamlarını sürdürebilmek için çeşitli büyüme 

faktörlerine ihtiyaç duyar. Büyüme faktörü sinyallerinin büyük çoğunluğu ise PI3K ve 

Akt aracılığı ile etkisini gösterir (129). Çeşitli büyüme faktörlerinin reseptörü olan 

reseptör tirozin kinazların aktivasyonu, PI3K’ın reseptörün adaptör biriminde bulunan 

bir ya da daha fazla SH2 bölgesi ile temas kurmasına neden olur. PI3K’lar hücre 

membranında yer alan inozitol tip fosfolipidlerdeki 3’OH gruplarını fosforilleyen bir 

lipid kinaz ailesidir. Bu durum PI3K’ın allostreik aktivasyon ile sonuçlanır. Takiben 

PIP3 (phosphatidylinositol-3-trisphosphate) üretimi gerçekleşir. PIP’ler hücre 

içerisinde AKT gibi PH (Plecktstrin Homology) bölgesi taşıyan çeşitli sinyal 

aracılarını bağlarlar (130). Protein kinaz B olarak da bilinen AKT bir serin-treonin 

kinazdır ve PI3K aracılı sinyal yolaklarında temel aracısıdır (131).  

Memelilerde farklı gen bölgeleri tarafından kodlanan üç ayrı AKT izoformu 

bulunmaktadır; AKT1, AKT2 ve AKT3. Farklı AKT formlarının benzer şekilde aktive 

olmasına ve aynı sinyal yolaklarına eşit derecede spesifite ve etkinlik göstermelerine 

rağmen fonksiyonel sonuçlarda farklılıklar olabilmektedir (132). AKT; apoptoz, hücre 

döngüsünün devamlılığı ve transkripsiyonel düzenleme gibi bir dizi hücresel olayda 

kritik öneme sahiptir. AKT’nin bazı hücrelerin yaşamının devamlılığını sağlamaları; 

BAD, BAX ve kaspaz 9 gibi pro-apoptotik aracıların fosforilasyonu ve bunun 

sonucunda inhibisyonu ile apoptozdan koruması sonucu gerçekleşir. Diğer bazı 

hücrelerde ise AKT, transkripsiyon faktörü CREB’i ve NF-кB’nin pozitif 

düzenleyicisi olan IкB-kinazı (IKK) aktive ederek anti-apoptotik genlerin 

ekspresyonunu düzenler ve hücre yaşamını sürdürür. Ayrıca AKT, siklin-D 

fonksiyonlarını etkileyerek hücre döngüsü üzerine de etki edebilir (131).  

Bu yolakta meydana gelen birçok patoloji hücre çoğalması/apoptoz dengesini 

bozmakta ve kansere neden olmaktadır. Ayrıca çalışmalar AKT’nin potansiyel bir 

onkogen olabileceğini de belirtmektedir. PTEN/MMAC1 (Phosphatase and Tensin 

Homologue Deleted on Chromosome 10/ Mutated in Multiple Advanced Cancers 1) 
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AKT’nin fosforillediği PIP3’ü defosforilleyerek bu sinyal mekanizmasının negatif 

düzneleyicisi olarak fonksiyon görür. Çeşitli kanser hücre hatları ile yapılan 

çalışmalarda, PTEN aşırı ekspresyonunun hücre büyümesini inhibe ederek ve 

hücrelerin apoptoza duyarlılığını artırarak bir tümör baskılayıcı gibi davrandığını 

göstermektedir (130).  

2.2.3.10. İntrinsik Yolak ve Ras/Raf/MEK/ERK Sinyal Mekanizması  

Bazı büyüme faktörleri ve mitojenler ise Ras/Raf/MEK/ERK sinyal yolağı 

kullanarak gen ekspresyonunu düzenlerler ve hücreleri apoptozdan korur. Bu 

yolakların bazı üyelerinin ise çeşitli kanser türlerinde mutasyona uğradığı veya aşırı 

eksprese edildiği görülmektedir. Ras/Raf/MEK/ERK yolağı çeşitli hücre yüzey 

reseptörleri ile transkripsiyon faktörleri arasındaki etkileşime aracılık eder. Bu 

transkripsiyon faktörlerinin büyük çoğunluğunun hedefinde ise apoptoz sürecinde yer 

alan çeşitli proteinlere ait genler bulunmaktadır. Ayrıca, bu yolak apoptozu 

düzenleyen BAD, BIM, MCL-1, kaspaz 9 gibi moleküllerin post-translasyonel 

fosforilasyonu ile de apoptotik süreçleri inhibe etmektedir (133).  

Ras, çeşitli sinyal yolaklarında rol oynayan GTP-bağlayan bir proteindir. Ki-

Ras, Ha-Ras ve N-Ras olarak adlandırılan farklı tipleri bulunmakta ve bunların sinyal 

yolaklarındaki aktiviteleri de farklılık göstermektedir. Örneğin, Ki-Ras daha çok 

Raf/MEK/ERK yolağında etkinken, Ha-RAS ise çoğunlukla PI3K yolağında etkindir. 

Sitokin veya büyüme faktörünün ilgili reseptöre bağlanmasını takiben Ras GDP’yi 

fosforilleyerek GTP meydana getirir. Bu konfarmasyonel değişiklik sonucnda Ras 

proteini aktive olur ve Raf ’ı hücre membranında bağlar. Raf bir serin/treonin kinazdır 

ve A-Raf, B-Raf ve C-Raf (Raf-1) olmak üzere farklı tipleri bulunur. Ras etkisi ile Raf 

proteininde de fosforilasyon gözlenir. MEK1(Mitogen Activated Protein Kinase/ERK 

Kinase) bir protein kinazdır ve aktivitesi Raf tarafından düzenlenir. Raf MEK’i 

fosforilleyerek aktive eder. MEK’in ise hedefinde spesifik olarak ERK yer alır. ERK 

(Extracellular Signal Regulated Kinase) MEK tarafından fosforillenir ve direkt olarak 

c-Jun, c-Myc gibi birçok transkripsiyon faktörünü fosforilleyebilir. ERK1 ve ERK2 

olmak üzere tanımlanmış iki ERK proteini bulunmaktadır (134). Bunun yanı sıra ERK 
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farklı mekanizmalar üzerinden transkripsiyn faktörü CREB’i ve indirekt 

mekanizmalar ile NF-кB transkripsiyon faktörünü aktive edebilir (135).  

Raf ayrıca direkt etki ile apoptotik yolakta yer alan moleküller üzerine etki 

edebilir. Raf, BAD’ı direkt olarak fosforilleyerek inaktive edebilir. Bu durumda BCL-

2 homodimerleri oluşarak anti-apoptotik bir etki oluşur. Ayrıca Ras/Raf/MEK/ERK 

yolağının aktive olması ile anti-apoptotik MCL-1 ve pro-apoptotik BIM proteinleri 

fosforile olur. Bu durumda fosforillenen BIM; BCL-2, BCL-XL ve MCL-1’in 

ayrılmasına neden olur. BIM ubikitinlenerek proteozomal yıkım için işaretlenirken, 

BAX’a; BCL-2, BCL-XL ve MCL-1 bağlanır. Böylece BAX homodimerleri 

oluşumunu engellenir ve BAX inaktive olur. Bunun sonucunda apoptoz inhibe edilir. 

Ayrıca Ras/Raf/MEK/ERK yolağının direkt olarak kaspaz 9’u fosforilleyerek onu 

inaktive edebildiği de gösterilmiştir. Bu yolaktaki sapmaların birçok kanser türü ile 

olan ilişkisi bilinmektedir (133).    

2.2.3.11. Mitokondriden Salınan Proteinler ve Aktiviteleri 

Apoptotik uyarılar mitokondriyal geçirgenlik porunu (MPT) açarak iç 

mitokondriyal membranda değişikliğe neden olur. Bunun sonucunda mitokondriyal 

transmembran potansiyeli kaybolur ve iç membrandan sitozole iki grup pro-apoptotik 

proteinin geçişi gözlenir. İlk grup sitokrom c, SMAC/DIABLO ve bir serin proteaz 

olan HTRA2/OMI’yi içerir. Bu proteinler kaspaz bağımlı mitokondriyal yolağı aktive 

ederler. İkinci grup pro-apoptotik proteinler arasında ise AIF, endonükleaz G ve CAD 

vardır. Bu proteinler ise çekirdeğe geçerek kaspazlardan bağımsız olarak DNA 

yıkımına yol açarlar. Bu ikinci grup proteinler daha çok geç evrelerde hücre ölümü 

kesinleştikten sonra rol oynarlar (136).  

Sitokrom c hücrelerde iç mitokondriyal memranın dış yüzeyine bağlı halde 

bulunmaktadır. Sitokrom c’nin mitokondriden salınımı iki basamaklı bir süreçte 

gerçekleşmektedir; öncelikle sitokrom c, iç membrandan ayrılmakta ve ardından 

serbest formdaki protein dış membrandaki geçirgenlik artışı ile mitokondri dışına 

geçmektedir (137). Sitoplazmada ise sitokrom c Apaf-1’e bağlanır. Apaf-1 kaspaz 

bağlayıcı bölge (CARD) ve nükleotid bağlayıcı bölge içeren sitozolik bir proteindir. 

Sitokrom c’nin bağlanması sonucu Apaf-1 de konformasyonel bir değişiklik gözlenir 
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ve kaspaz bağlayan CARD bölgesi açığa çıkar. Bunun sonucunda prokaspaz 9 

komplekse bağlanır ve oluşan bu yapı apoptozom olarak adlandırılır. Ardından 

prokaspaz 9’un proteolitik olarak oto aktivasyonu gözlenir. Aktif kaspaz 9 da kaspaz 

3 ve kaspaz 7 gibi efektör kaspazları aktive eder (138).  

SMAC/DIABLO çekirdekte kodlanan, sitoplazmada sentezlenen ve 

mitokondride yerleşim gösteren bir proteindir. Apoptotik uyarı sonucu mitokondriden 

sitoplazmaya geçtiği zaman IAP’lere bağlanır. Normalde IAP’lerin sitoplazmadaki 

varlıkları apoptotik sinyal yolağının mitokondri hasarı sonucu gibi bir nedenle 

rastlantısal olarak aktive olmasını engellemektir. Ancak apoptotik uyarı sonucunda 

sitoplazmaya yoğun miktarda SMAC/DIABLO girişi ve bunların IAP’lere 

bağlanması, bu proteinlerin fonksiyonlarını engeller ve apoptik sürecin devam 

etmesine olanak verir (139). 

HTRA2/OMI ise serin proteaz aktivitesine sahip bir proteindir. Mitokondrideki 

varlığının tespitinden önce bu proteinin, endoplazmik retikulum ve çekirdekte yer 

aldığı bilinmekteydi (140). Apoptotik uyarı ile diğer mitokondriyal proteinler gibi 

HTRA2/OMI de sitoplazmaya geçer ve SMAC/DIABLO’ya benzer şekilde IAP’lere 

bağlanarak onları inhibe eder. Ancak, bu durum proteinin sahip olduğu serin proteaz 

aktivitesinden bağımsız olarak gerçekleşmektedir ve serin proteaz aktivitesinin ek bir 

pro-apoptotik özellik olduğu düşünülmektedir (141).  

Endonükleaz G, sitoplazmada sentezlenmesinin ardından mitokondride 

yerleşir. Apoptoz sırasında sitoplazmaya, ardından nükleusa geçer ve DNA 

fragmantasyonlarına neden olur. Klasik olarak apoptozda DNA fragmantasyonu 

kaspazlarca aktive edilen DNazlar (CAD) tarafından gerçekleştirilir. Normal 

hücrelerde CAD’lar inhibitör bir protein olan ICAD’a bağlı halde bulunur. Apoptoz 

esnasında ise aktif kaspaz 3 ICAD’ı keserek CAD’ın ayrılmasını sağlar. CAD’dan 

farklı olarak, endonükleaz G’nin kaspaz ile aktivasyona ihtiyacı yoktur (142).  

AIF normalde mitokondriyal membranlar arası boşlukta bulunan bir flavo 

proteindir ve doğal fonksiyonu hakkında herhangi bir bilgi bulunmamaktadır. Apoptoz 

uyarısı sonucu ise sitoplazmaya geçer, oradan da nükleusa geçer. Nükleusta DNA’yı 

50-300 kb’lık parçalara bölerek DNA fragmantasyonuna ve periferal nüklear kromatin 

yoğunlaşmasına neden olur (143). AIF’in inaktivasyonunun embriyonik kök hücreleri 
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büyüme faktörü yokluğunca uyarılan hücre ölümüne karşı dirençli hale getirdiği 

görülmüştür. Bunun yanı sıra AIF embriyoid cisimlerde, kavitasyon sürecindeki 

programlı hücre ölümünden sorumlu olduğu gösterilmiştir. Bu durum özellikle fare 

morfogenezindeki ilk dalga, kaspaz bağımsız hücre ölümünde büyük önem 

taşımaktadır. Tüm bu veriler, kaspaz bağımsız hücre ölümünde AIF’in çok önemli bir 

aracı olduğunu ortaya koymaktadır. Ancak bu apoptojenik etkiye ait mekanizmalar 

henüz açıklığa kavuşmamıştır. İlginç bir şekilde çalışmalar AIF’in tespit edilebilir bir 

DNaz aktivitesi olmadığını da göstermektedir. Böyle bir proteinin ise DNA 

fragmantasyonuna nasıl yol açtığı bilinmemekle birlikte, muhtemelen çeşitli 

nükleazlar gibi başka proteinleri aktive ettikleri veya onlarla etkileşime girdikleri 

düşünülmektedir. AIF ayrıca apoptotik fonksiyonuyla ilişkili olmadığı düşünülen, 

NADH oksidaz aktivitesine de sahiptir (144).  

2.2.4. Apoptoz Yolaklarındaki Ortak Son 

Hem ekstrinsik hem de intrinsik yolağın birleştiği son aşama efektör 

kaspazların aktivasyonu ile başlar. Efektör kaspazlar; nüklear materyelin yıkımından 

sorumlu çeşitli sitoplazmik endonükleazları, ayrıca diğer nüklear ve hücre iskeleti 

proteinlerini yıkan çeşitli proteazları aktive eder. Kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7 

efektör kaspazlar olarak görev alırlar. Bunlar; sitokeratinler, PARP, plazma membranı 

hücre iskelet proteini alfa fodrin, çekirdek proteini ve diğer birçok yapının yıkımı ile 

apoptozun biyokimyasal ve morfolojik değişikliklerine aracılık ederler. Kaspazlar 

çevre hücrelerle bağlantıları keser, hücre iskeletini yeniden organize eder, DNA 

replikasyon ve tamirini durdurur, çekirdek yapısını bozar, hücreleri fagositoz için 

hedef haline getirici sinyalleri eksprese etmek üzere uyarır ve hücreyi apoptotik 

cisimlere parçalar (68, 145).  

Kaspazların apoptoz sürecindeki rollerinden biri yaşayan hücreleri apoptozdan 

koruyan proteinleri inaktive etmesidir. Buna CAD adı verilen ve DNA 

fragmantasyonundan sorumlu olan enzimin inhibitörü ICAD’ın yıkımı örnek 

gösterilebilir. Kaspaz 3, endonükleaz CAD aktivasyonuna neden olur. Aktif olarak 

çoğalmakta olan hücrelerde CAD inhibitör bir protein ile ICAD kompleksini oluşturur. 

Apoptotik süreçte ise kaspaz 3 ICAD’ı parçalar ve CAD serbest kalır. CAD ise, DNA 
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yıkımına ve kromatin yoğunlaşmasına neden olur (146). Kaspazlar tarafından yıkıma 

uğratılan apoptozun diğer negatif düzenleyicileri BCL-2 proteinleridir. Ancak yıkım 

sadece bu proteinleri inaktive etmemekte fakat aynı zamanda oluşan ürünler apoptozu 

destekelemektedir. Kaspazların apoptozdaki diğer bir rolleri ise nükleer membranın 

hemen altında yer alan ve kromozom organizasyonundan sorumlu, lamin adı verilen 

ara filamentlerden oluşan nüklear lamina gibi hücresel yapıların parçalanmasıdır. 

Bunun sonucu olarak lamina çöker ve kromatin yoğunlaşmasına neden olur. Kaspazlar 

ayrıca hücre iskeleti düzenleniminde görev alan çeşitli proteinleri yıkarak da hücresel 

yapıları dolaylı olarak yeniden düzenler (75). Bunlar arasında gelsolin, FAK (Focal 

Adhesion Kinase) ve PAK2 (p21 Activated Kinase 2) yer alır. Bu proteinlerin yıkımı 

onların aktivitelerini bozar. Örneğin gelsolin aktin bağlayan bir proteindir ve apoptoz 

sürecinde kaspaz 3 ile yıkılır. Yıkılan bu parçalar ise aktin filamentlerini parçalar. 

Bunun sonucu olarak da hücre iskeleti, hücre içi transport, hücre bölünmesi ve sinyal 

iletimi bozulur (147). Kaspazların hücrede önemli fonksiyonlar yürüten çeşitli 

proteinlerdeki düzenleyici ve efektör bölgeleri keserek ayırmaları, kaspazların etki 

mekanizmalarından bir diğeridir (75).  

2.3. Kolorektal Kanserler 

Günümüzün en önemli sağlık sorunlarından biri olan kanserin türleri arasında 

en sık epitelden köken alan karsinomlar yer almaktadır. Karsinomlar arasında ise en 

sık gözlenenlerden biri kolorektal kanserdir (148). Kolorektal kanserler olarak bilinen 

kolon kanseri ve rektum kanseri, bu organlardaki kontrolsüz hücre çoğalması ile 

karakterize bir durumdur. Dünya nüfusunun %9,7’sini etkileyen bu hastalığın 

mortalitesi kısmen azalma eğilimi göstermekle birlikte, kanser nedenli ölümler 

arasında üçüncü sırada yer almaya devam etmektedir. Hastalığın tanısı; rektal kanama, 

anemi, iştah ve kilo kaybı, dışkılama alışkanlıklarında değişiklik gibi belirtiler ile 

başvuran kişilerde yapılan kolonoskopi ve bu esnada alınan biyopsiler sonucunda 

konulmaktadır (149). Kolorektal kanserler önemli birer mortalite ve morbidite 

nedenidir. Her yıl yaklaşık 1 milyondan fazla insan tanı almakta ve bunların da 

yaklaşık yarısı yaşamlarını kaybetmektedir. İnsidansı erkeklerde kadınlara oranla daha 

fazladır ve görülme sıklığı yaşla birlikte artmaktadır (150). Dünya genelinde 

kadınlarda 2., erkeklerde 3. sıklıkta görülen kanser türüdür. Hastaların büyük 
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çoğunluğu gelişmiş toplumlarda yaşayan insanlardır (151). Kolon kanserinin 

patogenezi tam olarak bilinmemekle birlikte ailesel yatkınlık, genetik değişiklikler, 

beslenme ve yaşam tarzı gibi birçok faktör hastalığın gelişiminden sorumlu 

tutulmaktadır (152). Kolorektal kanserler, olguların çoğunda sporadik olarak ortaya 

çıkar. Geri kalanından (%5-10) ise çeşitli kanser genlerindeki kalıtsal mutasyonlar 

nedeniyle kolon mukozal hücrelerinde meydana gelen ilerleyici genetik bozukluklar 

sorumlu tutulmaktadır (153). 

Kolorektal kanserlerin erken belirtileri çoğu zaman gözden kaçtığından dolayı 

hastalık erken evrelerde tespit edilememektedir. Hastaların çoğu ileri evrede ve 

sıklıkla karaciğer metastazları ile tanı almaktadır. Temel tedavi yaklaşımı cerrahi 

rezeksiyon ve bunu takip eden radyoterapi ve/veya kemoterapi uygulamasıdır (154). 

Hastalığın tedavisine yönelik uygulanacak stratejileri tümör dokusunun yerleşimi ve 

büyüklüğü, kanserin evresi ve hastanın genel durumu belirlemektedir. Hastalığın 

prognozu tanı aldığı andaki evreye bağlı olup, 5 yıllık sağ kalım oranları %40 

civarındadır (149). Kolorektal kanserlerde en sık ölüm nedeni hastalığın nüksü ve 

metastazlardır. Cerrahi olmayan tedavi yaklaşımları duyarlı ve özgül değilken, yan 

etki ve toksisite oranları oldukça yüksektir (154).  

Kolorektal kanserlerin tedavisinde günümüzde en sık kullanılan sitotoksik ajan 

5-fluorourasildir. Tek başına veya farklı kemoterapötik ajanların kombinasyonu ile 

uygulanan tedavi yöntemine cevap oranları %20’lerin altındadır ve ilk aşamada 

tedaviye yanıt veren hastalarda ileri dönemlerde ilaç direnci gelişme oranı oldukça 

yüksektir (152). Kemoterapi konusunda kolerektal kanserlerde karşılaşılan en önemli 

sorunlardan biri kemoterapötik ajanın kanser dokusuna spesifik dağılımının 

sağlanamamasıdır. Mevcut yaklaşımlar kolonda kimyasal ajanının yoğunlaşabilmesi 

amacıyla daha yüksek dozda kullanımlarını gerektirirken, bu durum ise artan yan 

etkiler nedeniyle sorunlar oluşturmaktadır (155). Tedaviye bağlı olarak gelişen yan 

etkiler yaşam kalitesini olumsuz yönde etkilemektedir. Bu nedenle kolorektal 

kanserlerin tedavisinde başarı oranları yüksek ve yan etki potansiyeli daha düşük anti-

tümöral bileşiklerin geliştirilmesine ihtiyaç vardır (152). 

Günümüze kadar çok sayıda bileşik kolorektal kanserlerden korunma, bu 

kanserlerin tedavisi veya tekrarlama riskinin azaltılmasına yönelik olarak denenmiştir. 
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Tüm bu çalışmalardan elde edilen bilgiler ideal bir koruyucu veya tedavi edici ajanın 

kanser patogenezindeki birden fazla moleküler mekanizmayı hedef alması gerektiğini 

ve kolay elde edilebilir, maliyeti düşük ve kolay uygulanabilir bir ajan olması 

gerektiğini göstermektedir (156). Günümüzde kolorektal kanserlerin tedavisine 

yönelik yaklaşımlar bu hastalığı tek ve değişmez bir patoloji olarak ele almaktadır. 

Ancak yakın zamanda yürütülen çalışmalar aynı evredeki farklı hastalardan alınan 

kolorektal kanser örneklerinin büyük ölçüde; histolojik ve moleküler düzeyde, gen 

ekspresyonları yönünden ve prognoz açısından farklılık gösterdiğini ortaya koymuştur 

(157). Bu nedenlerle kolorektal kanserlerin tam olarak anlaşılabilmesi ve etkin tedavi 

yöntemlerinin geliştirilebilmesi adına kolon kanserindeki moleküler 

mekanizmalarının daha fazla oranda aydınlatılmasına da ihtiyaç duyulmaktadır (154).   

2.4. Bor ve Borik Asit 

Bor periyodik tabloda 3A grubunda bulunan bir yarı metaldir. Yarı metal 

özelliğe sahip olması nedeniyle metallerden daha az fakat ametallerden daha yüksek 

iletkenliğe sahiptir (158). Periyodik tabloda B simgesi ile gösterilir ve atom numarası 

5, atom ağırlığı 10,81 g/mol’dür (159). Bor kelimesinin kökenleri; Arapça buraq, 

baurach ve Farsça burah kelimelerinden gelmektedir. Tarihte ilk defa Babiller 

tarafından M.Ö. 2000 yıllarında metallerin eritilmesi işlemlerinde kullandığı yönünde 

verilere rastlanmaktadır. Bunun yanı sıra bor Mısır, Mezopotamya ve Arap 

Yarımadasında birçok uygarlık tarafından tedavi, mumyalama, ilaç ham maddesi ve 

temizlik maddesi olarak kullanılmıştır. Yakın tarihte bor element olarak ilk defa 

1808’de Fransız bilim adamı Joseph Gay-Lussac ve Baron Louis Thenard tarafından 

bilim tarihine kazandırılmıştır. Bor ve bileşiklerinin endüstriyel amaçlarla Avrupa 

Kıtasında kullanılmaya başlaması ise daha eski dönemlere, yaklaşık 13. yüzyıla 

uzanmaktadır (160).  

Ülkemiz topraklarında ise bor madeni ilk defa 18. yüzyıl ortalarında tespit 

edilmiş ve işlenmeye başlamıştır. Cumhuriyet dönemiyle birlikte yapılan yatırımlar 

sonucunda günümüzde Türkiye, Dünya bor üretiminde önemli bir pozisyona 

ulaşmıştır (161). Ülkemiz dünya ülkeleri arasında, sahip olduğu bor rezervleri 

açısından %72’ lik pay ile ilk sırada yer almaktadır. Başlıca bor yatakları, Batı 



44 

Anadolu ve Marmara Denizi güney kesimlerinde, özellikle Eskişehir ve Kütahya 

yörelerinde bulunmaktadır (162). Bor bileşikleri günümüzde birçok alanda 

kullanılmaktadır. Tıpta (çeşitli ilaçların üretiminde, vitamin takviyesinde, kanser 

tedavisi gibi alanlarda), sterilizasyon ve temizlik alanında (çeşitli fungusit, insektisit 

ve antiseptik maddelerin üretiminde), tarımda (zirai mücadele ilaçlarında, gübre 

yapımında) ve çeşitli endüstriyel alanlarda (cam, seramik, metal, kozmetik gibi) 

kullanılmaktadır (163). 

Doğada bor çeşitli moleküller ile bileşikler yapmış halde bulunur. Bor atomları 

oksijene yüksek afinite göstermektedir. Borun oksijenle yaptığı bileşikler borat olarak 

isimlendirilir. Bor doğada en sık borat formunda bulunur. Boratlar arasında özellikle 

kalsiyum ve sodyum boratlar önemli yer tutar. Boratların diğer önemli bir formu ise 

borik asittir ve borun insanlarda ve hayvanlarda en sık gözlenen formudur (164). 

Borun çözünür formları arasında en yaygın olarak görüleni borik asittir. Borik asit 

(H3BO3); renksiz, kokusuz ve suda kolayca çözünebilen şeffaf kristal yapıda ya da 

beyaz granüllü toz halinde bulunan bir Lewis asittir ve özgül ağırlığı 1.43 gr/cm3 tür 

(165). Borik asitin bilinen üç formu vardır. Bunlar orto, tetra ve meta borik asitlerdir. 

Borik asit olarak bilinen ve en yaygın görülen formu ortoborik asittir. Bu formlar ısının 

etkisiyle oluşmaktadır. Örneğin ortoborik asit 100°C’nin üzerindeki sıcaklıklarda önce 

metaborik asite, 160°C’nin üzerinde ise tetraborik asite dönüşmektedir (166). Borik 

asit doğada yaygın olarak bulunan bir mineral ürünüdür ve geleneksel tıp uygulamaları 

yanında tarım, sanayi ve kozmetik sektöründe de sıklıkla kullanılmaktadır. Borik asit 

vücuda alındıktan sonra hızla absorbe edilir ve pasif difüzyon aracılığı ile tüm vücut 

sıvılarına dağılır. Bazı çalışmalar hem insan hem de sıçanlarda borik asitin kan doku 

dağılım oranının 1:1 olduğunu göstermektedir. Borik asit vücutta metabolize edilmez 

ve idrar yoluyla atılır. Vücuttaki yarı ömrü yaklaşık bir gün kadardır ve yumuşak 

dokularda birikim göstermediği tespit edilmiştir. Ancak buna karşılık borik asitin 

özellikle kemik dokuya karşı artmış affinitesi bulunmakta olup burada birikim 

gösterebilmektedir (167). 
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2.4.1. Borik Asitin Farmakokinetik ve Farmakodinamik Özellikleri 

İnsanda günlük alınan bor miktarı, coğrafi koşullara bağlı olarak yerleşim 

bölgesi tarafından belirlenmektedir. Çünkü bor çoğunlukla beslenme esnasında 

gıdalarla veya su ile vücuda alınmaktadır. Bunun yanı sıra solunum ve deri yoluyla da 

alımı mümkündür. Bor miktarının yoğun olduğu sularda ve topraklarda yetişen 

ürünlerin tüketimi, alınan bor miktarını doğrudan etkileyen bir faktör olarak karşımıza 

çıkar. Günlük olarak beslenme sonucu alınan bor miktarı yaklaşık 2 mg kadardır (12). 

Beslenme ile alınan bor önce bağırsak mukozasında borik asite dönüşmekte ve 

ardından pasif difüzyon ile absorbe olmaktadır. Bor, kan dolaşımına da borik asit 

şeklinde transfer edilmektedir (166). Vücuda alınan borun %83-98’lik kısmı tüm 

dokulara borik asit olarak dağılmakta ve 96 saat içinde idrar yolu ile metabolize 

olmadan atılmaktadır (12). Boratların ve borik asitin metabolize olmamasının nedeni 

ise bor ve oksijen arasındaki kimyasal bağların koparılması için çok yüksek düzeyde 

enerjiye ihtiyaç duyulmasıdır (166). Borik asitin yaklaşık yarısı alımından sonraki ilk 

12 saatte, kalan kısmı ise azalan oranlarda 7 gün içerisinde böbreklerden atılmaktadır 

(163). İnsan böbrek tübül hücrelerinin, voltaj kapılı Na+ bağımlı NaBCl taşıyıcılar 

içerdiği ve plazma borik asit seviyelerinin bu şekilde kontrol edildiği bilinmektedir 

(168). Sağlıklı bir insanda kan borik asit miktarı, borun az bulunduğu bölgelerde tespit 

edilebilir en düşük düzey olarak 4.7 μM (48,5 μg) ve en yüksek düzey olarak da bor 

madeni işçilerinde 350 μM (3600 μg) olarak tespit edilmiştir (12). 

Bor bitkiler ve bazı hayvanlar için esansiyel olmakla beraber, beslenme 

sırasında alınan miktarı ile insan için de faydalı etkilere sahiptir. Besin takviyesi ile 

bor alınımının insanlarda ve hayvanlarda çeşitli metabolik ve fizyolojik sistemler 

üzerine önemli etkileri bulunmaktadır. Bor, özellikle bazı minerallarin (Ca, P), vitamin 

D nin, bazı enzimlerin (aldehit dehidrojenaz, ksantin oksidaz, sitokrom b5 redüktaz), 

çeşitli hormonların (insülin, östrojen, testosteron ve tiroid hormonları), enerji 

substratlarının (trigliserid, glikoz) ve reaktif oksijen türlerinin metabolizmalarını 

etkilemektedir. Borun bu etkilerine aracılık eden biyokimyasal ve moleküler 

mekanizmalar henüz tam olarak bilinmemektedir. Ancak borun biyokimyasal ve 

fizyolojik etkilerini açıklamaya yönelik olarak iki farklı hipotez ortaya konulmaktadır. 

Bunlardan ilki borun hücre zarında hormon yanıtlarını ve transmembran sinyal 
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iletimini etkileyebileceği üzerinedir. İkincisi ise borun çeşitli enzimatik sistemleri 

düzenleyici etkileri olabileceğine yöneliktir. Ayrıca bor bileşikleri süperoksit 

dismutaz, katalaz ve peroksidaz düzeyleri üzerinden antioksidan sistemlere de etki 

etmektedir (169). İnsan sağlığına olan yararlı etkilerinin keşfi ile son yıllarda bor ve 

bileşikleri üzerine yürütülen çalışmaların sayısında artış gözlenmektedir. Bor ve 

bileşiklerinin özellikle üreme sistemi üzerine belirgin etkileri olduğu bilinmektedir. 

Bu etkileri endokrin sistem üzerinden gerçekleştirdiği düşünülmektedir. Sıçanlarda 

yapılan araştırmalarda in vivo koşullarda borik asitin östrojen benzeri etkileri olduğu 

gösterilmiştir. Buna karşılık, MCF7 meme kanseri hücre hatları ile gerçekleştirilen 

çalışmalar ile in vitro koşullarda bu etki doğrulanamamıştır (170). 

Özellikle diyetle alınan bor, kemik sağlığını olumlu yönde etkilemekte, bazı 

steroid hormonlar ile etkileşmekte, dolaşımdaki 25 hidroksikolekalsiferol ve 17 β-

estradiol miktarını artırmaktadır. Bor ve bileşiklerinin inflamasyonda ve immun 

sistemde rol oynayan eikozonoid yolağı ile ilgili çeşitli enzimlerin in vitro aktiviteleri 

üzerine etkileri olduğu da bilinmektedir. Ayrıca, lipid metabolizması üzerine etkileri 

ile LDL, trigliserid ve kolestrol düzeylerini düşürdüğü HDL’yi ise artırdığı 

gösterilmiştir (13). Borik asit toksik olmayan bir ajan olarak sınıflandırılmaktadır. 

Sıçanlarda oral LD50 dozu 4 g/kg’dan, subkutanöz LD50 dozu ise 1 g/kg’dan fazla 

olarak belirlenmiştir (171). Fransa’da yetişkin sağlıklı bir insanın günde 7 mg kadar 

bor aldığı saptanmıştır. Dünya Sağlık Örgütü günlük alınabilecek bor miktarını uzun 

yıllar 1-3 mg ile sınırlamıştır. Ancak son yıllarda yürütülen çalışmalara dayanarak 

1996’da bu miktar 1-13 mg/gün olarak yükseltilmiştir (172). Kısa sürede çok yüksek 

dozda maruziyete bağlı olarak depresyon, konvulsiyon ve ataksi gibi belirtiler ortaya 

çıkabilir. Bununla birlikte borun özellikle üreme sistemini etkilediği ve hamilelikte 

yüksek dozlarda gelişimsel anomalilere neden olabileceği bildirilmiştir (12). 

2.4.2. Borik Asit ve Kanser Tedavisi 

Doğal bileşikler günümüzde kanser tedavisi için oldukça önemli potansiyel 

kaynaklardır. Bunlar arasında en önemli adaylardan biri de bor ve bileşikleridir. Bor 

doğal olarak meyve ve sebzelerde, ayrıca içme suyunda bulunmaktadır ve bu nedenle 

normal günlük bir diyetin parçasıdır. Diyet ile ortalama 15 μM kadar borik asit alındığı 
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tahmin edilmektedir. Borun plazmada dolaşan formu olan borik asitin kemoterapotik 

olarak kullanılabilirliğini araştırmak üzerine çeşitli çalışmalar yürütülmüştür. Bu 

çalışmaları olumlu yönde destekleyen en önemli etken, borik asitin bazı önemli 

kimyasal özelliklerinin kanser tedavisinde etkili olabileceğini gösteren verilerdir. 

Borik asit kimyasal olarak zayıf bir Lewis asittir ve yapısal özellikleri karbon atomuna 

benzemektedir. Bu nedenle karbon içerikli birçok substratın yarışmalı inhibitörü 

olarak davranabilmektedir. Bu özelliği ile borik asit peptidaz, proteaz, proteozomaz, 

arjinaz, nitrik oksit sentaz ve transpeptidaz gibi birçok enzimi etkili bir şekilde inhibe 

edebilmektedir. Bu farmakolojik özelliklerinin yanı sıra; kolay elde edilmesi, düşük 

toksisite düzeyi, kısa süre içerisinde idrar ile metabolize edilmeden atılımı gibi kanser 

tedavisi açısından ilgi çeken önemli özelliklere de sahiptir (11). 

Bazı epidemiyolojik çalışmalara ait veriler de borik asitin anti-kanserojen 

etkileri olabileceğine işaret etmektedir. Örneğin, borun diyetle alınımının prostat 

kanserine karşı koruyucu etkileri olduğuna dair epidemiyolojik veriler bulunmaktadır. 

Özellikle borik asitin diyet yoluyla yoğun olarak alındığı bölgelerde prostat kanseri 

görülme oranlarında anlamlı bir azalma söz konusudur. Bunun yanı sıra prostat kanser 

hücresi enjekte edilen deney hayvanlarında borik asit kullanımının tümör oluşumunu 

azalttığı görülmüştür (173). Bu bulgu borik asitin nude farelere verilen LNCaP prostat 

kanser hücrelerinin gelişimini inhibe etmesi ile de desteklenmiştir (165). Borik asit, 

fizyolojik doz aralığında, doz bağımlı olarak LNCaP ve Du 145 prostat kanser 

hücrelerinin çoğalmasını inhibe etmektedir. Borik asit hücresel düzeyde bu kanser 

hücrelerinde siklik ADP riboz ile aktive olan, endoplazmik retikulumdan Ca+2 

salınımını inhibe etmekte ve bu organeldeki lüminal Ca+2 konsantrasyonlarını 

düşürmektedir (12). 

Alvin ve ark. tarafından yapılan çalışmada ise borik asitin SK-MEL28 insan 

deri melanoma hücre hatlarında, hücrelerin biyokimyasal yapısını değiştirdiği 

gösterilmiştir. Buna göre düşük dozlarda borik asit varlığında hücrelerde nükleik 

asit/protein oranında bir artış görülmektedir ve bu durum hücrelerin aktif olarak 

replike olduğuna işaret etmektedir. Buna karşılık lipid ve protein içerikte herhangi bir 

değişiklik görülmemektedir. Yüksek doz borik asit uygulamasında ise nükleik asit 

protein oranı düşük olarak tespit edilmekte ve aktif replikasyonun olmadığı 

görülmektedir. Bununla birlikte yüksek dozlarda hücre canlılığında belirgin bir azalma 
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olmaktadır ve borik asitin melanoma hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği 

görülmektedir (14). Bu etkinin ise doz bağımlı olarak, pre-mRNA kesiminin ikinci 

aşamasını geri dönüşümlü olarak inhibe olması ile gerçekleştiği ifade edilmektedir 

(14).  

Bor ve bileşiklerinin sahip olduğu anti-tümorojenik etkilerin moleküler 

mekanizması tam olarak bilinmemektedir. Ancak üzerinde en çok durulan muhtemel 

etki mekanizmalarından biri, karşıt bulguların da varlığı ile birlikte; kanser 

hücrelerinde apoptozun uyarılmasıdır. Bu açıdan bakıldığında örneğin, MDA-MB-231 

meme kanseri hücrelerine borik asit uygulaması ile yapılan bir çalışma bu hücrelerde 

borik asitin, proliferasyonu doz bağımlı bir şekilde azalttığını ve bunu da apoptozu 

uyararak gerçekleştirdiğini göstermektedir (13). Ancak bunun yanı sıra hem MDA-

MB-231 meme kanseri hem de Du-145 prostat kanseri hücre hattı ile yapılan farklı 

çalışmalarda ise borik asitin hücre çoğalmasını apoptozu uyarmadan inhibe ettiği 

vurgulanmaktadır (13). Bu çalışmaların sonuçlarına göre hücreler borik asit etkisi ile 

yaşlı bir fenotipe dönüşmekte ve siklin A-E ve mitojen aktive protein kinaz 

proteinlerinde bir azalma görülmektedir (13). Bunun yanı sıra yine prostat kanser 

hücreleri ile yapılan çalışmalar borik asitin kanser hücrelerinin göçünde anahtar rol 

oynayan sinyal ağlarının güçlü bir inhibitörü olduğunu ortaya koymaktadır (174). 

Prostat spesifik antijen (PSA) prostat dokusu tarafından üretilen kimyasal 

olarak tripsin benzeri bir serin proteazdır. Normalde prostat salgısına eklenen bu 

bileşik kanda çok düşük düzeylerde bulunur. Ancak prostat kanserinde serumdaki PSA 

düzeyleri belirgin oranda artmaktadır. İlginç bir şekilde PSA, IGFBP-3’ü (Insulin like 

Growth Factor Binding Protein 3) parçalayarak IGF (Insulin like Growth Factor) 

oluşumuna neden olmaktadır. IGF de prostat kanser hücrelerinde mitojenik yeteneği 

artırmaktadır. Özgül olmayan serin proteaz inhibitör özellikleri bilinen borik asitin, 

PSA aktivitesini geri dönüşümlü olarak inhibe ettiği gösterilmiştir. Bu özelliğin keşfi 

ile de borik asitin prostat kanser hücreleri üzerindeki etkilerine aracılık eden farklı bir 

mekanizma daha ortaya çıkarılmıştır (175). Yine prostat kanseri ile yapılan farklı 

çalışmalar da borik asitin prostat kanser hücre hatlarında hücre çoğalmasını inhibe 

ettiğini, ancak bu etkiyi hücre siklusunda bir değişiklik oluşturmadan ve hücre 

ölümüne neden olmadan ortaya çıkardığını göstermektedir (168).  
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Bunlardan farklı olarak borik asitin hücrelerde HDAC’ı da (Histone 

Deacetylase) inhibe ettiği gösterilmiştir. HDAC’lar nükelozomların ve dolayısı ile gen 

ekspresyonlarının düzenlenmesinde önemli role sahip enzimlerdir. Histon 

kuyruklarındaki lizin rezidülerini deasetilleyerek transkripsiyonel baskılamaya yol 

açarlar. HDAC’ları inhibe eden ilaçlar ise hücre büyümesini inhibe ederken hücreleri 

terminal farklılaşma yönünde uyarır ve kanser gelişimini önleyici bir etki gösterir. 

Deney hayvanları embriyoları ile yapılan çalışmalar borik asitin HDAC’ı belirgin bir 

şekilde inhibe ettiğini göstermektedir. Bu etki aynı zamanda borik asitin kanser 

hücrelerinin çoğalmasını inhibe eden alternatif bir mekanizma olabileceğini 

düşündürmektedir (176).  

Sonuç olarak, bor ve borik asit anti-kanserojen bir ajan olarak iyi bir adaydır. 

Çünkü borik asit doğal olarak zaten kanda bulunmaktadır, günlük diyetin bir 

parçasıdır, diyetle alım sonrası hızlı bir şekilde absorbe olarak yeterli bir plazma 

düzeyine ulaşır ve tüm dokulara dağılım gösterir. Ayrıca hücre kültürü, hayvan 

deneyleri ve epidemiyolojik çalışmalar çeşitli kanser hücreleri üzerine borik asitin 

antiproliferatif etkileri olduğuna dair kanıtlar sunmaktadır (168).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışmanın hücre kültürü kısmı Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı Hücre Kültürü Laboratuvarında, 

immunohistokimyasal kısmı Histoloji ve Embriyoloji Araştırma Laboratuvarında 

gerçekleştirildi. Gen ekspresyon çalışmaları ise Roche firması bünyesindeki 

Moleküler Genetik Laboratuvarında gerçekleştirildi.  

3.1. Gereçler 

3.1.1. Kullanılan Cihazlar 

 Deneysel çaışmalarda kullanılan cihazlar tablo 5’de belirtilmiştir. 

Tablo 5. Kullanılan cihazların listesi, marka-modeli ve kullanım yeri. 

Cihaz Markası KullanımYeri 

+4 °C Buzdolabı Siemens 

Hücre Kültürü 

Laboratuvarı/Histoloji ve 

Embriyoloji Araştırma 

Laboratuvarı 

-20 °C Buzdolabı Samsung Hücre Kültürü Laboratuvarı 

-80 °C Buzdolabı U 410 Premium Hücre Kültürü Laboratuvarı 

Binoküler Işık 

Mikroskopu 
Olympos Cx21 

Histoloji ve Embriyoloji 

Araştırma Laboratuvarı 

CO2 ’li inkübatör Hela-Force Smart Cell Hücre Kültürü Laboratuvarı 

Etüv Heareus 
Histoloji ve Embriyoloji 

Araştırma Laboratuvarı 

Fotomikroskop 

Görüntüleme Sistemi 
Nikon Eclipse/DS Ri2 

Histoloji ve Embriyoloji 

Araştırma Laboratuvarı 

Hassas Terazi Ohaus 
Histoloji ve Embriyoloji 

Araştırma Laboratuvarı 

İnverted Mikroskop Olympos CKX41 Hücre Kültürü Laboratuvarı 

Laminar Akım Kabini Bilser Hücre Kültürü Laboratuvarı 

Mikrodalga Fırın MD1500 
Histoloji Araştırma 

Laboratuvarı 

Mikrotom Leica RM2125 
Histoloji Araştırma 

Laboratuvarı 
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Cihaz Markası KullanımYeri 

Pipet pompası  Isolab Hücre Kültürü Laboratuvarı 

Pipetörler Eppendorf 

Hücre Kültürü 

Laboratuvarı/Histoloji ve 

Embriyoloji Araştırma 

Laboratuvarı 

Real Time PCR 
LightCycler 96 Real 

Time PCR system 

Moleküler Genetik 

Laboratuvarı 

Santrifüj Nüve CN180 Hücre Kültürü Laboratuvarı 

Spektrofotometre Nanodrop 2200 
Moleküler Genetik 

Laboratuvarı 

Su Banyosu  Leica H11210 

Hücre Kültürü 

Laboratuvarı/Histoloji ve 

Embriyoloji Araştırma 

Laboratuvarı 

Vorteks Nüve Nm110 
Histoloji ve Embriyoloji 

Araştırma Laboratuvarı 

(Tablo 5 devamı) 

3.1.2. Kültürde Kullanılan Hücreler 

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

hücre hattı kullanılmıştır. Bu hücre hattı Alman Mikroorganizma ve Hücre Kültürü 

Kolleksiyonundan (DSMZ) sağlanmış ve dondurularak yedeklenmiştir.  

SW-480 hücre hattı, 50 yaşındaki Grade 4 (Duke class B) kolon 

adenokarsinomu olan Kafkas bir kadından elde edilmiştir. Morfolojik olarak endotelial 

benzeri adherent hücreler olup monolayer kültür ortamında çoğunlukla bipolar 

karakterdedir. Katlanma zamanı yaklaşık olarak 25-30 saat olan hücreler, genetik 

olarak %12 poliploidi ile hipertriploid karyotipe sahiptir.   
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3.1.3. Hücre Kültüründe Kullanılan Sarf Malzemeler ve Kimyasallar 

Hücre kültürü deneylerinde kullanılan sarf malzeme ve kimyasallar tablo 6’da 

listelenmiştir. 

Tablo 6. Hücre kültüründe kullanılan sarf malzeme ve kimyasallar listesi. 

Sarf Malzeme/Kimyasal Adı  Markası/Menşei Katalog Numarası 

0,2 µm Enjektör Filtresi CORNING® (A.B.D.) 431219 

Agar BD® (A.B.D.) 214030 

Borik Asit SIGMA® (A.B.D.) B6768-5006 

Cryogenic Vial CORNING® (A.B.D.) 430659 

DMSO MERCK® (A.B.D.) 1.167.431.000 

1,5 ml tüp AXYGEN® (A.B.D.) MCT-150-C 

Santrifüj Tüpü 15 ml AXYGEN® (A.B.D.) SCT-15ML-255 

Santrifüj Tüpü 50 ml AXYGEN®(A.B.D.) SCT-50ML-255 

Fetal Sığır Serumu LIFE TECH® (A.B.D.) 10270106 

Flask 75cm2 CORNING®(A.B.D.) 430641 

Kültür Kabı 24 kuyucuklu CORNING® (A.B.D.) 3524 

Kültür Kabı 6 kuyucuklu CORNING® (A.B.D.) 3516 

Penisilin/Streptomisin LIFE TECH® (A.B.D.) 15070063 

RPMI 1640 Medyum (L-

Glutaminli) 
LIFE TECH®(A.B.D.) 

21875034 

Steril Pasteur pipeti 2,5 ml LP® (İtalya) L134038 

Steril PBS w/o Ca/Mg LIFE TECH® (A.B.D.) 14190094 

Tek kullanımlık steril pipet 10 ml CORNING® (A.B.D.) 4488 

Tripan Mavisi 
ALFA EASER® 

(A.B.D.) 

A18600 

Tripsin (% 0,25) LIFE TECH® (A.B.D.) 15050065 
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3.1.4. İmmünohistokimyasal Çalışmalarda Kullanılan Sarf Malzemeler ve 

Kimyasallar 

İmmunohistokimyasal deneylerde kullanılan sarf malzeme ve kimyasallar 

tablo 7’de belirtilmiştir. 

Tablo 7. İmmunohistokimyasal çalışmalarda kullanılan sarf malzemeler ve 

kimyasallar listesi. 

Sarf Malzeme/Kimyasal Adı Markası/Menşei 
Katalog 

Numarası 

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 

HCl MERCK® (A.B.D.) 1090631000 

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

Hidrojen Peroksit TEKKİM® (Türkiye) TK.080220.01001 

İmmunopen lam hidrofobik 

işaretleme 
SIGMA® (A.B.D.) Z672548-1EA 

Kapatıcı (Aqueous-Mount) VECTOR® (A.B.D.) H-5501-60 

Anti Kaspaz 3 Primer Antikor THERMO® (A.B.D.) PAS-16335 

Ksilol MERCK ® (A.B.D.) 130-20-7 

Metanol MERCK ® (A.B.D.) 67-56-1 

Metil green MERCK ® (A.B.D.) 7114-03-6 

N-Butanol MERCK® (A.B.D.) 71.36.3 

Parafin TEKKİM® (Türkiye) TK.200661.01002 

Polilizinli Lam THERMO® (A.B.D.) J7800AMNT 

Rodajlı Lam THERMO® (A.B.D.) J5800AMNT 

Sitrat Tamponu SIGMA® (A.B.D.) C9999-1000ML 

Tablet PBS 
INVITROGEN® 

(A.B.D.) 
003002 

Ultra Ab Diluent LIFE TECH® (A.B.D.) 3118 

Ultra V blok SCYTEK® (A.B.D.) AAA125 

Ultravision Detection System THERMO® (A.B.D.) TL-060.QHD 

Yuvarlak Lamel 
SUPERIOR® 

(Almanya) 
C911350 
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3.1.5. Gen Ekspresyon Çalışmalarında Kullanılan Sarf Malzemeler ve 

Kimyasallar 

Gen ekspresyon çalışmalarında kullanılan sarf malzeme ve kimyasallar tablo 

8’de belirtilmiştir. 

Tablo 8. Gen ekspresyon çalışmalarında kullanılan sarf malzeme/kimyasal listesi. 

Sarf Malzeme/Kimyasal Adı Markası  
Katalog 

Numarası 

“FastStart Essential DNA Probes Master” 
Roche® 

(Almanya) 
6402682001 

HP RNA Izolasyon Kiti  
Roche® 

(Almanya) 
11828665001 

“RealTime ready Apoptosis Panel”, İnsan 96 

Gen  

Roche® 

(Almanya) 
5392063001 

“Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis” 

Kiti  

Roche® 

(Almanya) 
4379012001 

3.2. Yöntem  

3.2.1. Hücre Kültürü Çalışmaları 

Çalışmamız in vitro koşullarda yapılmış deneysel bir çalışma olup, deneyler 

Süleyman Demirel Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim 

Dalında araştırma laboratuvarı ve hücre kültürü laboratuvar imkanları kullanılarak 

gerçekleştirildi. 

Araştırmada Alman Mikroorganizma ve Hücre Kültürü Kolleksiyonundan 

(DSMZ) sağlanan CCL-228-SW-480 (DSMZ no: ACC 313) kolon kanseri hücre hattı 

kullanıldı.  

CCL-228-SW-480 hücreleri için besi ortamı, %90 RPMI-1640 (L-glutaminli), 

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

Hücreler bu besi ortamını içeren 25 cm2 ve 75 cm2’lik flasklarda, iç ortamı %5 

CO2, %95 hava karışımı ve nem içeren ve 37ºC olan inkübatör içinde tutularak ve 

haftada 3 kez rutin pasaj yapılarak üretildi. 
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Hücre pasajları için laminar akım kabini, hücre kültürleri incelemeleri için 

invert mikroskop, stokların depolanması için -80ºC derin dondurucu kullanıldı.  

3.2.1.1. Hücre Hattının Açılması 

Hücreler üretici firma tarafından soğuk zincir prosedürüne uygun olarak 

laboratuvarımıza ulaştı ve çözdürme işlemi uygulandı. Bunun için hücreler çözünmesi 

sağlanana dek 37°C’lik su banyosunda tutuldu. Çözünen hücre süspansiyonu santrifüj 

tüpüne alınarak üzerine 1-2 ml %10 serumlu medyum ilave edildi ve 1500 rpm’de 3 

dk santrifüj edildi. Süpernatant atıldıktan sonra DMSO (Dimetil Sülfoksit)’nun 

etkisinden kurtarmak amacıyla tekrar 1-2 ml %10 serumlu medyumla 2 defa 1500 

rpm’de 1-2 dk daha santrifüj edildi. Pellete az miktar %10 serumlu medyum eklenerek 

yavaşça pipetajlandı ve medyum konulmuş flasklara ekim yapıldı. 

Hücrelerin takibi ve dondurulması için kullanılnan medyum içerikleri şu 

şekilde hazırlandı; 

 Hücre Kültür Medyumu İçeriği; 

%90-95 RPMI-1640 (L-glutaminli), %5-10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin 

Hücre çoğalma hızı değerlendirilerek, FBS oranı hücrelerin çözdürülmesi 

sonrasındaki ilk pasajlar haricinde çoğunlukla %5 olarak düzenlenmiştir. 

 Dondurma Medyum İçeriği; 

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

3.2.1.2. Hücrelerin Çoğaltılması 

Hücreler, 25 cm2’lik flasklarda 5 ml, 75 cm2’lik flasklarda ise 10 ml %10 FBS 

ve 100 IU/ml penisilin-streptomisin içeren RPMI-1640 (L-glutaminli) medyumu 

içerisinde %80-90 yoğunluğa geldiklerinde pasajlanmak suretiyle üretildi. 
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3.2.1.3. Hücrelerin Pasajlanması 

Bu işlem için; flasklar içerisinde %80-90 yoğunluğa gelen hücrelerden 

medyum uzaklaştırıdı. Hücrelerin üzerine %0,05’lik tripsinden küçük flasklara (25 

cm2) 1-2 ml, büyük flasklara (75 cm2) 3-5 ml eklenerek, 37oC’lik CO2 etüvde bekletildi 

ve kontrollü kalkmaları sağlandı. Yüzeyden ayrılan hücrelere tripsinle aynı miktarda 

medyum ilave edilerek tripsinin etkisi bloke edildi ve santrifüj tüpüne süspanse halde 

toplanan hücreler 1500 rpm’de 3 dk santrifüj edilerek süpernatantı uzaklaştırıldı. Bir 

miktar medyumla süspanse edilen hücreler medyum konulmuş flasklara ekildi. 

Flasklar 37oC’lik % 5 CO2’li etüve kaldırıldı. 

3.2.1.4. Hücrelerin Dondurulması ve Saklanması 

Dondururak saklama işlemi, hücrelerin çoğaltılması esnasında ihtiyaç 

durumuna göre planlandı ve gerçekleştirildi. Pasajlama esnasındaki basamaklara 

benzer şekilde konfluent olan hücreler önce tripsinle kaldırıldı. Santrifüj işlemi 

sonucunda elde edilen pelet besiyeri ile homojenize edildi. Ardından canlılık kontrolü 

ve hücre sayımı için örnek alındı. Örneğe, tripan mavisi eklenerek hemositometre 

kullanılarak ışık mikroskopunda incelendi. Daha önceden hazırlanmış olan ve %20 

FBS, %10 DMSO içeren dondurma medyumu ile hücreler kriyo tüplere aktarıldı. Bu 

işlemler buz üzerinde gerçekleştirildi. Hücreleri, hızlı donma sonucu hücre içindeki 

suyun kristalizasyonu nedeniyle meydana gelebilecek hasarlardan korumak için yavaş 

dondurma prensipleri uygulandı. Daha sonra kriyo tüpler dondurma prosedürünü 

takiben -80°C de derin dondurucuda muhafaza edildi.  

3.2.1.5. Hücre Sayımı 

Hücre sayımı için, elde edilen hücre süspansiyonlarından bir miktar örnek 

alındı ve tripan mavisi ilave edildi. Ardından hemositometreye yüklenen örnek ışık 

mikroskobunda sayıldı (Şekil 13). Sayım kamarasında 16 küçük kareden oluşan 4 alan 

sayılarak hücre sayısı formülüze edildi ve 1 ml hacimde bulunan hücre sayısı 

hesaplandı. Süspansiyonun mililitresindeki toplam hücre sayısı aşağıdaki formülle 

bulundu (177). 
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Toplam hücre sayısı/ml = Hemositometre sayım sonucu x 104 x Medyum miktarı (ml)  

Daha açık bir ifadeyle; 

Toplam hücre sayısı =
Sayılan Hücre

Sayılan Kare
× 104 ×

1

Seyreltme Oranı
× toplam hacim 

 

Şekil 13. Hemositometre sayım alanı (178).  

3.2.1.6. Doz Belirleme Deneyi 

Doz belirleme deneyi için 75 cm2 lik flasklarda çoğaltılan hücreler kullanıldı. 

Hücreler pasajlama esnasındaki basamaklara benzer uygulamalarla kaldırıldı. 

Ardından hücreler; santrifüj işlemi ve elde edilen pellete medyum ilavesi ile 

süspansiyon haline getirildi. Hücre süspansiyonundan alınan örnek tripan mavisi ile 

boyanarak sayıldı ve mililitredeki hücre sayısı tespit edildi. 

Deneyler için 6 kuyucuklu kültür kapları kullanıldı. Eldeki hücre 

süspansiyonundan 500.000 CCL-SW-480 hücresi 5 ml RPMI 1640 medyum içeren 

kuyucuklara ekildi. Literatür taraması ve değerlendirmeler sonucunda borik asit için 

10, 12.5, 25, 50, 75, 100 mM konsantrasyonlarında olmak üzere 6 doz aralığı 

belirlendi. Bu amaçla uygun miktarda borik asit, serum içermeyen medyumda 

çözdürüldü ve final hacmi 100 μl olacak şekilde kuyucuklara uygulandı. Her bir doz 

için 3’er kuyucuğa ve 24., 48. ve 72. saatler için ekilerek 37°C’de, %5 CO2 ve uygun 
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miktarda nem içeren ortamda inkübe edildi. Doz belirleme deneyi için planlanan deney 

şeması şekilde görülmektedir (Şekil 14)  

Hücreler 24., 48. ve 72. saat sonunda tripsinle kaldırıldı. Her bir kuyucuktaki 

hücreler önce santrifüj edildi, ardından hücre süspansiyonu elde edildi. Hücre 

süspansiyonlarından alınan örnekler tripan mavisi ile boyanarak hemositometrede 

sayıldı. 

 

Şekil 14. Doz belirleme deneyi şeması. 
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3.2.1.7. Tutunma ve Canlılık Deneyi  

6’lı kültür kaplarının her bir kuyucuğuna 500.000 hücre 5 ml medyum 

içerisinde ekildi. Gruplar kontrol grubu ve borik asit verilen grup olarak düzenlendi. 

Her bir grup için 3’er kuyucuğa ekim yapıldı. Bu gruplar 24., 48., 72. saatler 

için ayrı ayrı ekildi. Her bir sürenin bitiminde hücreler santrifüj tekniğiyle toplanarak 

sayma kamarasında sayıldı ve hücre sayıları kaydedildi. 

%0,1’lik tripan mavisi boyasıyla, hücre solüsyonu 1/1 oranında hazırlandı ve 

lam lamel arasına konarak mikroskopta sayıldı. Böylece canlı hücre oranları saptandı. 

Canlılık deneyi şeması şekilde görülmektedir (Şekil 15).  

 

Şekil 15. Hücre canlılık deneyi şeması 

3.2.1.8. İki Boyutlu Kültür Ortamının Hazırlanması 

İmmunohistokimyasal çalışmalar için 24 kuyucuklu kültür kapları kullanıldı. 

Ekim yapılacak kuyucuklara yuvarlak lamel yerleştirildi ve ardından 1 ml besiyeri 

konuldu. Daha sonra kuyucuklara, çoğaltılan hücrelerden sayım yapılarak 100.000 

hücre ekildi ve hücrelerin yapışması için beklendi. Doz belirleme deneyinde etkin doz 
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olarak belirlenen konsantrasyonda borik asit çözeltisi hazırlandı. Bu çözeltiden 20 μl, 

borik asit (BA) kuyucuklarına eklenirken aynı miktarda serum içermeyen medyum K 

(kontrol) kuyucuklarına eklendi. Deney planı 24., 48. ve 72. saatler için uygulanacak 

şekilde dizaynedildi. Hem K grubu hem de BA grubunda belirlenen saatler için 3’er 

örnek kullanıldı. İlgili deney planına ait şema şekilde görülmektedir. Ardından farklı 

immunohistokimya çalışmaları için ilgili süreler sonunda gerekli protokoller 

uygulandı (Şekil 16). 

Gen ekspresyon çalışmaları için ise 6 kuyucuklu kültür kapları kullanıldı. Gen 

ekspresyon çalışmaları için bütçe kapsamında ve doz belirleme deneyinden elde edilen 

veriler ışığında sadece 48. saat örnekleri çalışılacağından dolayı tek bir kültür kabı 

yeterli oldu. Her biri üç örnek içeren kontrol grubu (K) ve borik asit grubu (BA) olmak 

üzere iki grup oluşturuldu. 5 ml besi yeri içeren kuyucuklara 500.000 hücre ekildi ve 

hücrelerin yapışması için beklendi. Doz belirleme deneyinde etkin doz olarak 

belirlenen konsantrasyonda borik asit çözeltisi hazırlandı. Bu çözeltiden 100 μl, borik 

asit (BA) kuyucuklarına eklenirken aynı miktarda serum içermeyen medyum K 

(kontrol) kuyucuklarına eklendi. 48. saatin sonunda genetik çalışma protokollerine 

geçildi (Şekil 17).  
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Şekil 16. İmmünohistokimyasal çalışmalar için iki boyutlu kültür ortamının 

hazırlanmasına ait deney şeması. 
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Şekil 17. Gen ekspresyon çalışmaları için iki boyutlu kültür ortamının 

hazırlanmasına ait deney şeması. 

3.2.1.9. Üç Boyutlu Kültür Ortamının Hazırlanması, Bakımı ve Takibi  

Tek tabakalı kültürdeki hücrelerin kemoterapiye karşı oluşturdukları yanıt ile 

klinik gözlemler arasında birçok farklılık olduğu, tek tabakalı kültürde çok etkili 

bulunan ve belirgin antitümoral etkinliği saptanan bir ilacın ya da ilaç 

kombinasyonlarının klinikte bu derece etkili olmadığı saptanmıştır. Bu nedenle üç 

boyutlu hücre kültürlerinin (sferoid) in vivo katı tümörlerin özelliklerini tam olarak 

yansıttığı düşünülmektedir. Çalışmamızda SW-480 çok hücreli tümör sferoidleri 

üretimi için sıvı üst tabaka yöntemi kullanıldı (179). Üç boyutlu kültür ortamında 

oluşturulan sferoidler hem immunohistokimya çalışmaları hem de genetik çalışmalar 

için kullanılmıştır. 

Sıvı üst tabaka yöntemi için; sıcak su içerisinde eritilmiş %3 agar solüsyonu 

(60°C) ve medyum (40°C) karışımı ¼ oranında hazırlandı ve kuyucuklara (6’lı kültür 

kapları kullanıldı.) bu karışımdan 1 ml konarak tüm yüzeyinin kaplanması sağlandı. 
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Agarın donması için kültür kapları 10 dk buzdolabında 4°C’de bekletildi. Agarın 

donmasını takiben üzerine 5 ml medyum eklendi. 

Hücreler doz inaktivasyon deneyinde bahsedilen hücre toplama tekniğiyle 

toplandı ve her bir kuyucuğa 1.000.000 hücre ekildi. Hücreler daha sonra 37 °C, %5 

CO2 ve uygun miktarda nem ihtiva eden inkübatöre kaldırılarak günlük ışık 

mikroskobu incelemeleri ile sferoid oluşum durumları takip edildi.  

Sferoidler 100-400 mikrona ulaştıktan sonra immunohistokimyasal çalışmalar 

için 24., 48. ve 72. saat olarak üç aşamalı deney planlanı hazırlandı. Her bir aşama için 

hem K hem BA grubu üçer örnek olarak çalışıldı. BA grubuna 100 μl borik asit 

çözeltisi (doz belirleme deneyinde belirlenen konsantrasyonda), kontrol grubuna ise 

aynı miktarda serum içermeyen medyum uygulandı. Ardından ilgili sürelerin sonunda 

sferoid takip işlemleri ve farklı immunohistokimyasal boyamaların gerektirdiği 

işlemler uygulandı (Şekil 18). Burada da sadece BrdU çalışmasına ait örneklere takip 

işlemi öncesinde farklı bir prosedür uygulandı. BrdU için takip edilecek sferoidler 

öncelikle; ilgili sürenin sonunda kuyucuklarda 2 ml medyum kalacak şekilde fazla 

medyum uzaklaştırıldı. Ardından her bir kuyucuğa 100’er µl BrdU çözeltisi uygulandı 

ve her 15 dk da bir çalkalanarak 1 saat 37 °C inkübe edildi. İnkübasyon sonrası sferoid 

takip işlemleri uygulandı.  

Gen ekspresyon çalışmaları için ise her biri üç örnek içeren K ve BA olmak 

üzere iki grup oluşturuldu. BA grubuna 100 μl borik asit çözeltisi (doz belirleme 

deneyinde belirlenen konsantrasyonda), kontrol grubuna ise aynı miktarda medyum 

uygulandı. 48. saatin sonunda sferoidler toplandı, takip işlemleri uygulanmadan gen 

ekspresyon çalışmaları için hazırlandı (Şekil 19). 
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Şekil 18. İmmünohistokimyasal çalışmalar için üç boyutlu kültür ortamının 

hazırlanmasına ait deney şeması. 
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Şekil 19. Gen ekspresyon çalışmaları için üç boyutlu kültür ortamının hazırlanmasına 

ait deney şeması. 

İmmunohistokimyasal boyamalar için sferoid takip işlemleri; 

 Sferoidler toplanarak santrifüj tüplerine aktarıldı. 1000 rpmi’da 1 dk 

santrifüj edildi. 

 Süpernatant atıldı. 1 ml PBS eklendi, inkübatörde 15 dk bekletildi. 

 1000 rpmi’da 1 dk santrifüj edildi ve süpernatan atıldı. 

 Pelete 1 ml %10 luk formaldehit eklenerek oda ısısında 30 dk sferoidler 

fikse edildi. 
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 1000 rpmi’da 1 dk santrifüj edildi. Süpernatant atıldı.   

 Pelete 1 ml PBS eklendi. Pipetaj yapılarak sferoidler 1,5 ml’lik tüpe 

aktarıldı. 

 1000 rpmi’da 1 dk santrifüj edildi.  

 Süpernatan atıldı. Pelet üzerine yumurta akı eklendi ve 3000 rpmi’da 5 dk 

santrifüj edildi. 

 Pelet üzerindeki supernatanın bir kısmı uzaklaştırılarak %70’lik etil alkol 

eklendi ve yapı sertleşene kadar oda ısısında bekletildi. 

Yeterli süre bekletilen örnekler ışık mikroskobik inceleme yapılabilmesi için 

aşağıdaki işlemlerden geçirildi;  

 1,5 ml’lik tüp içerisinde sertleşen yapılar çıkarıldı. Ardından; 

% 70’lik  Alkolde      30 dk  

% 90’lık  Alkolde      30 dk 

% 96’lık  Alkolde      30 dk                65°C etüvde 

% 100’lük Alkolde    30 dk 

% 100’lük Alkolde    30 dk 

Ksilolde              45 dk                oda ısısında 

Parafinde            1 saat                65°C etüvde bekletildi 

 

 Erimiş parafin içerisine gömüldü ve parafim bloklar elde edildi.  

3.2.2. İmmünohistokimyasal Çalışmalar 

İki boyutlu kültürdeki immünohistokimyasal çalışmalar öncesinde yukarıda 

belirtilen yöntemlerle kültür ortamları hazırlandı. Her bir immunohistokimyasal 

boyama işlemi için aşağıda belirtilen protokoller uygulandı. 

Üç boyutlu kültür çalışmaların öncesinde ise sferoidler yukarıda anlatılan 

yöntemlerle oluşturuldu, takip edildi ve parafin bloklar oluşturuldu. Her bir 

immunohistokimyasal inceleme öncesinde ilgili parafin bloktan, 4 mikron kalınlığında 

kesitler elde edildi ve polilizinli lama alınarak gerekli boyama protokollerine geçildi 
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3.2.2.1. İki Boyutlu Kültürde 5-Bromo-2-Deoksiüridin (BrdU) ile 

İmmünohistokimyasal İşaretleme  

24., 48. ve 72. saatlerin sonunda hücreler 1 saat BrdU ile 37ºC’de inkübe edildi. 

Bu sürenin sonunda aşağıdaki protokol uygulandı;  

 Kuyucuklardaki medyum aspire edilerek atıldı. 

 PBS ile 3 x 2 dk yıkama yapıldı. 

 Tespit işlemi için %70’lik etanol eklenerek, 4°C de 30 dk inkübe edildi. 

 Endojen peroksidaz aktivitesini sonlandırmak için 10 dk metanol ile 

hazırlanmış %3’lük hidrojen peroksit uygulandı. 

 Distile su ile 3 x 2 dk yıkama yapıldı. 

 Denaturasyon solüsyonundan yaklaşık 100 μl damlatılan lameller, 30 dk 

oda ısısında inkübe edildi.  

 PBS ile 3 x 2 dk yıkandı.  

 100’er μl “Blocking” solüsyonu uygulandı ve 10 dk oda sıcaklığında 

inkübe edildi.  

 Yıkama yapılmadan 100’er μl biyotinli fare anti-Brdu (primer antikor) 

uygulandı, oda ısısında 60 dk inkübe edildi. 

 PBS ile 3 x 2 dk yıkandı.  

 Streptavidin peroxidase ile 5 dk bekletildi.  

 PBS ile 3 x 2 dk yıkandı.  

 DAB (3,3’-Diaminobenzidine) kromojen sıvısı hazırlanarak kesitlere 

uygulandı ve 3 dk karanlık ortamda oda ısında inkübe edildi.  

 Distile su ile 3 x 2 dk yıkama yapıldı. 

 Karşıt boyama için kit tarafından sağlanan hemotoksilen solüsyonu 

kullanıldı. 

 Kesitler alkol serileri ile dehidrate edildi. 

 Lamlar “Histamount” ile kapatıldı. Işık mikroskobunda sayım yapılarak 

işaretlenme oranları belirlendi. 
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3.2.2.2. İki Boyutlu Kültürde Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 

(Tdt) Mediated Nick-End-Labelling (TUNEL) Metodu 

Bu işlem için “ApopTag Plus Peroxidase in situ apoptosis kit (Millipore)” 

kullanıldı. 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda şu protokol uygulandı; 

 Fiksasyon için kuyucuk içlerindeki medyum atıldı 

o PBS ile hazırlanan ve pH sı 7,4 olan %1’lik formaldehit eklenerek 

10 dk oda ısısında inkübe edildi.  

o PBS ile 2 x 5 dk yıkama yapıldı.  

 2:1 oranında etanol-asetik asit karışımı ile -20°C’de 5 dk bekletildi. 

 PBS ile 2 x 5’er dk yıkama yapıldı.  

  Endojen peroksidaz aktivitesinin nötralizasyonu için %3’lük hidrojen 

peroksit ile oda ısısında 5 dk inkübe edildi  

 PBS ile 2 x 5 dk yıkama yapıldı.  

 Kit içeriğindeki “Equilibration Buffer” (dengeleme tamponu) 10 sn 

uygulandı. 

 Lamellerin etrafındaki fazla sıvı aspire edildi. 

 Tdt reaksiyon enzimi eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkübe edildi. 

 “Working Streght Stop/Wash Buffer” (reaksiyon sonlandırıcı yıkama 

tamponu) ile 10 dk inkübe edilerek reaksiyon sonlandırıldı.  

 PBS ile 3 x 2 dk yıkama yapıldı.  

 Kurutma kağıdı ile fazla sıvı uzaklaştırıldı. 

 Anti-digoxigenin peroksidaz ile 30 dk oda ısısında bekletildi.  

 PBS ile 3 x 2 dk yıkama yapıldı. 

 Yeterli miktarda peroksidaz substrat sıvısı eklenen kesitler 5 dk oda 

ısısında nemli kabin içerisinde bekletildi.  

 Distile su ile yıkama yapıldı. 

 Zıt boyama için %0,5’lik metil green ile uygulandı.  

 Ksilende dehidrate edilen kesitler kapama sıvısı ile kapatıldı. Işık 

mikroskobunda sayım yapılarak işaretlenme oranları belirlendi. 
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3.2.2.3. İki Boyutlu Kültürde Kaspaz 3 ile İmmünohistokimyasal 

İşaretleme 

24., 48. ve 72. saatlerin sonunda şu protokol ugulandı; 

 Kuyucuklardaki üst medyum aspire edildi. 

 1 ml PBS eklendi, 37ºC etüvde 15 dk inkübe edildi.  

 PBS atıldıktan sonra %70 etanolde 4°C’de 30 dk fiksasyon yapıldı. 

 Alkol uzaklaştırıldı, PBS’te 10 dk bekletildi. 

 PBS atılarak metanolde hazırlanmış %0,5 H2O2’de 10 dk inkübe edildi. 

 3 x 5 dk distile su ile yıkama yapıldı 

 30 dk 4 N HCl’de inkübe edildi. 

 3 x 3 dk PBS ile yıkandı. 

 Ultra-V-block uygulanarak 20 dk bekletildi. 

 1 saat primer antikorda, nemli ortamda oda ısısında tutuldu.  

 PBS ile 3 x 3 dk yıkama yapıldı. 

 Sekonder antikor ile (Biotinylated Goat Anti-Mouse) 20 dk inkübe edildi.  

 PBS ile 3 x 3 dk yıkama yapıldı. 

 Streptavidin peroksidaz uygulanarak 20 dk bekletildi.  

 PBS ile 3 x 3 dk yıkama yapıldı. 

 Substrat-kromojende (DAB) 5 dk karanlıkta bekletildi  

 Distile su ile yıkama yapıldı.  

 Mayer Hematoksilen ile zemin boyası yapıldı  

 Kesitler çeşme suyunda 20 dk morarmaya bırakıldı.  

 Son olarak örnekler kapatıcı (Ultramount) ile kapatıldı. Işık mikroskobunda 

sayım yapılarak işaretlenme oranları belirlendi.  

3.2.2.4. İki Boyutlu Kültürde AIF ile İmmünohistokimyasal İşaretleme  

Bu işlem de kaspaz 3 ile boyamadaki protokole benzer şekilde gerçekleştirildi. 

Farklı olarak primer antikor uygulaması basamağında AIF primer antikoru kullanıldı. 
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3.2.2.5. Üç Boyutlu Kültürde 5-Bromo-2-Deoksiüridin (brdU) ile 

İmmünohistokimyasal İşaretleme 

24, 48 ve 72. saatler için ayrı ayrı lamlara alınan kesitlere şu işlemler 

uygulandı; 

 Deparafinizasyon işlemi için lamlar  

o 5’er dk 2 değişim ksilende tutuldu  

o %30’luk H2O2 ve metanol ile hazırlanan solüsyon ile 10 dk inkübe 

edildi.  

 3 x 2 dk PBS ile yıkama yapıldı.  

 Kit içeriğindeki denaturasyon solüsyonu kesitler üzerine uygulandı, oda 

ısısında 30 dk inkübe edildi  

 3 x 2 dk PBS ile yıkama yapıldı 

 Yine kit içeriğindeki block solüsyonu ile 10 dk inkübe edildi.  

 Yıkama yapılmadan solüsyon kurutma kağıdı ile uzaklaştırıldı.  

 Biotinli Mouse anti-Brdu antikoru damlatılarak 60 dk oda ısısında inkübe 

edildi  

 PBS ile 3 x 2 dk yıkama yapıldı 

 Streptavidin-Peroksidaz uygulanarak 10 dk oda ısısında inkübe edildi,  

 PBS ile yıkama yapıldı.  

 DAB kromojen-substrat karışımı ile 5 dk karanlık ortamda inkübe edildi. 

 Distile su ile yıkama yapıldı  

 Hematoksilen ile zıt boyaması yapıldı 

 Alkol serilerinden geçirilerek kesitler dehidrate edildi 

 Ksilen ile şeffaflaştırma yapıldı  

 Kesitler Histomount ile kapatıldı. Işık mikroskobunda incelenerek 

işaretlenme oranları belirlendi. 
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3.2.2.6. Üç Boyutlu Kültürde Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 

(Tdt) Mediated Nick-End-Labelling (TUNEL) Metodu 

24., 48. ve 72. saatler için ayrı ayrı lamlara alınan kesitlere şu işlemler 

uygulandı; 

 Deparafinizasyon işlemi için lamlar  

o 3 x 5 dk ksilolde bekletildi.  

o 2 x 5 dk absolu etanolde tutuldu.  

o Sırası ile %96’lık ve %70’lik etanolde 3’er dakika bekletildi.  

  PBS ile 5 dk yıkama yapıldı.  

 Kesitler sitrat tamponuna alınarak, mikrodalgada 600 watt gücünde 1 dk 

ısıtıldı, soğuması için yeteri kadar beklendi.  

 Soğuyan kesitler PBS ile yıkandı.  

 %3’lük H2O2 ile 5 dk muamele edildi.  

 2 x 5 dk PBS ile yıkama yapıldı.  

 Kesitlere kit içeriğindeki “Equilibration Buffer” uygulandı. 

 TdT enzimi uygulanarak 1 saat, 37°C’lik etüvde bekletildi.  

 Kit içeriğindeki “working streng/ stop wash buffer” uygulandı, 10 dk oda 

ısısında bekletildi. 

 3 x 1 dk PBS ile yıkama yapıldı 

 Antidioksigenin konjugatında 30 dk bekletildi. 

 4 x 2 dk PBS ile yıkama yapıldı.  

 DAB kromojen substart karışımı ile yeterli süre karanlıkta bekletildi. 

 Kesitler mikroskop altında kontrol edildi. 

 3 x 1 dk distile su ile yıkama yapıldı.  

 Zıt boyama için 5 dk metil green uygulandı  

 3 x 1 dk distile su ile yıkama yapıldı.  

 N-bütanol ile yıkama yapıldı. 

 N-bütanol de 30 sn tutuldu 

 Kesitler ksilende şeffaflaştırıldı  

 Lamlar “Histomount” ile kapatıldı. Işık mikroskobunda incelenerek, 

işaretlenme oranları belirlendi. 
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3.2.2.7. Üç Boyutlu Kültürde Kaspaz 3 ile İmmünohistokimyasal 

İşaretleme 

24., 48. ve 72. saatler için ayrı ayrı lamlara alınan kesitlere şu işlemler 

uygulandı; 

 Deparafinizsayon işlemi için lamlar  

o 3 x 5 dk ksilol ile muamele edildi 

o 2 x 5 dk absolu etanolde tutuldu 

o Sırası ile %96’lık ve %70’lik etanolde 5’er dk tutuldu.  

 PBS de 5 dk yıkandı.  

 Sitrat tamponuna alınan kesitler, mikrodalgada 600 watt gücünde 1 dk 

ısıtıldı ve ardından soğuyana kadar oda ısısında bekletildi.  

 Soğuyan kesitler, PBS ile yıkandı. 

 %3’lük H2O2 metil alkol solüsyonunda, 10 dk inkübe edildi.  

 3 x 3 dk PBS ile yıkandı.  

 4 N HCl’de 30 dk bekletildi. 

 3 x 3 dk PBS ile yıkandı.  

 Ultra V Blok uygulanan kesitler 20 dk bekletildi.  

 Kurutma kağıdı ile lamlar kurutuldu. 

 Kaspaz 3 primer antikoru uygulaması yapıldı. Primer antikor uygulanan 

kesitler nemli ortamda 4 °C’de 1 gece bekletildi.  

 3 x 3 dk PBS ile yıkandı.  

 Sekonder antikor uygulanarak, 20 dk bekletildi. 

 3 x 3 dk PBS ile yıkandı.  

 Streptavidin peroksidaz uygulanarak 20 dk bekletildi.  

 3 x 3 dk PBS ile yıkandı.  

 DAB kromojen-substrat karışımı hazırlandı, kesitlere uygulandı ve 20 dk 

karanlık ortanda bekletildi.  

 5 dk distile su ile yıkandı.  

 Hematoksilen ile zıt boyama yapıldı.  

 Boyanan kesitler çeşme suyunda yıkandı.  

 Etanol serilerinde dehidrate edildi. 
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 Ksilolde şeffaflaştırıldı.  

 Kesitler “Histomount” ile kapatıldı. Işık mikroskobunda incelenerek 

işaretlenme oranları belirlendi. 

3.2.2.8. Üç Boyutlu Kültürde AIF ile İmmünohistokimyasal İşaretleme  

24, 48 ve 72. saatler için ayrı ayrı lamlara alınan kesitlere kaspaz 3 ile 

immünohistokimyasal işaretleme işlemlerindeki protokol aynen uygulandı. Farklı 

olarak, primer antikor uygulaması aşamasında burada AIF primer antikoru kullanıldı. 

3.2.3. Hematoksilen Eozin Boyama 

3.2.3.1. Üç Boyutlu Kültürde Hematoksilen Boyama 

24., 48. ve 72. saatler için ayrı ayrı lamlara alınan kesitlere hematoksilen-

eozin boyama için şu işlemler uygulandı;  

 Deparafinizasyon için (60°C’lik etüvde) 45 dk bekletildi 

 Ksilol I’de 20 dk tutuldu. 

 Ksilol II’de 20 dk tutuldu. 

 Etano serilerilerinde bekletildi; 

o %96’lık 10 dk  

o %90’lık 10 dk  

o %80’lik 10 dk  

o %70’lik 10 dk  

 Distile suda 5 dk bekletildi. 

 Hematoksilende 3 dk bekletildi. 

 Çeşme suyu 5 dk bekletildi, 2-3 tur akan suda yıkandı. 

 %1’lik asit alkolden geçirildi. 

 Çeşme suyunda 5 dk bekletildi. 

 Eozinde 2 dk bekletildi 

 Çeşme suyu 5 dk bekletildi; 2-3 tur akan suda yıkandı 
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 %70- %80- %90 etanol serisinden geçirildi,  

 Ksilolde bekletildi. 

 Kesitler, entellan ile kapatıldı. Işık mikroskobu altında sferoid yapıları 

incelendi. 

3.2.4. Gen Ekspresyon Çalışmaları  

3.2.4.1. İki Boyutlu Kültürde Gen Ekspresyon Çalışmaları için Hücrelerin 

Hazırlığı 

İki Boyutlu Kültür Ortamının hazırlanması başlığı altında anlatılan yöntem ve 

deney planı çerçevesinde 48. saatin sonunda hücrelere gen ekspresyon çalışmaları 

öncesindeki aşağıdaki işlemler uygulandı; 

 Kültür kabı aseptik koşullarda laminar akım kabinine alındı. 

 Kuyucuklar içerisindeki medyum aspire edildi. 

 Ca/Mg içermeyen PBS ile yıkama yapıldı. 

 3 ml tripsin EDTA solüsyonu uygulanarak, hücreler inkübatöre kaldırıldı. 

 Hücrelerin zeminden ayrılışları kontrol edilerek yeterli süre inkübe edildi. 

 Tripsin nötralizasyonu için 5 ml medyum eklendi. 

 Kuyucuklardaki hücreler santrifüj tüplerine aktarıldı. 

 4000 rpmi’da 3 dk santrifüj edildi. 

 Süpernatan uzaklaştırıldı.  

 Kalan peletler üzerine 1’er ml dondurma medyumu eklenerek ayrı ayrı 1,5 

ml’lik tüplere alındı. 

 Gen ekspresyon çalışmalarının yapılacağı merkeze transfer edilene kadar 

örnekler -20°C’de saklandı, transfer işlemi kuru buz içerisinde 

gerçekleştirildi. 
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3.2.4.2. Üç Boyutlu Kültürde Gen Ekspresyon Çalışmaları İçin 

Hücrelerin Hazırlığı 

Üç boyutlu kültür ortamının hazırlanması, bakımı ve takibi başlığı altında 

anlatılan yöntem ve deney planı çerçevesinde 48. saatin sonunda hücrelere gen 

ekspresyon çalışmaları öncesindeki aşağıdaki işlemler uygulandı; 

 Kültür kabı aseptik koşullarda laminar akım kabinine alındı. 

 Sferoidler kuyucuklar içerisindeki sıvıyla birlikte aspire edilerek, santrifüj 

tüplerine aktarıldı. 

 1000 rpmi’da 1 dk santrifüj edildi. 

 Supernatan uzaklaştırıldı. 

 Sferoidler üzerine 1’er ml dondurma medyumu eklenerek ayrı ayrı 1,5 

ml’lik tüplere aktarıldı. 

 Gen ekspresyon çalışmalarının yapılacağı merkeze transfer edilene kadar 

örnekler -20°C’de saklandı, transfer işlemi kuru buz içerisinde 

gerçekleştirildi. 

3.2.4.3. RNA İzolasyonu 

RNA izolasyonu, High Pure RNA Isolation Kit ile yapıldı. Öncelikle kit 

içeriğindeki sarı etiketli solüsyonlarda ön hazırlık yapıdı. Liyofilize haldeki DNaz 0.55 

ml Elution Buffer eklenerek 0.5 ml’lik tüplere paylaştırıldı. Yıkama tamponu I içine 

20 ml, yıkama tamponu II içine ise 40 ml absolute etanol eklenerek hazırlandı. 

RNA izolasyon protokolü aşağıdaki gibi uygulandı; 

 Toplanan hücreler 200 µl nukleaz içermeyen su ile sulandırıldı. 

 Pelet hafifçe vurarak süspanse edildi. 

 400 µl lizis/bağlayıcı tamponu eklendi ve 15 sn vortekslendi. 

 Örnek sayısı kadar toplama ve filtre tüpleri hazırlandı, filtreli tüpler 

toplama tüplerine geçirildi. 

 Yaklaşık 700 µl hacmindeki tüm karışım filtreli tüplere aktarıldı. 
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 8000 x g’de 15 sn santrifüj edildi. 

 Toplama tüpündeki sıvı döküldü ve filtreli tüp tekrar aynı toplama tüpüne 

yerleştirildi. 

 Ayrı bir 1,5ml lik tüpe, her örnek için 90 µl DNaz İnkübasyon Tamponu 

ve 10 µl DNaz eklendi ve pipetle karıştırıldı. Ardından her tüpe 100’er µl 

dağıtıldı. 

 15 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

 Her tüpe 500 µl yıkama tamponu I eklendi ve ardından 8000x g’de 15sn 

santrifüj edilidi.  

 Toplama tüpü döküldü ve filtreli tüp aynı toplama tüpüne yerleştirildi. 

 Her tüpe 500 µl yıkama tamponu II eklendi ve 8000x g’de 15 sn santrifüj 

edildi. 

 Toplama tüpündeki sıvı döküldü ve filtreli tüp yerleştirildi.  

 Wash buffer kalıntılarının gidermek için; her tüpe 200 µl Wash BufferII 

eklendi ve 2dk en yüksek hızda (13000x g’de) santrıfuj edilidi.  

 Toplama tüpleri atıldı ve filtreli tüpler 1.5 ml’lik steril tüplere alındı. 

 Her tüpe 50 µl ayırma tamponu eklendi. 1dk 8000 rpmi’da santrifüj 

edildi. 

 Filtreli tüpler atıldı ve 1,5 ml’lik tüpte içinde RNA elde edildi.  

İzolasyonun ardından RNA konsantrasyonları spektrofotometrik 

(Nanodrop2200) yöntemle ölçüldü. Bu amaçla; elde edilen RNA örneklerinin 

konsantrasyonu ve saflıkları 260 ve 280 nm dalga boylarında absorbanslarının 

ölçülmesiyle belirlendi. İzole edilen RNA’ların saflığı 260 nm ve 280 nm’deki 

absorbanslarının oranı ile tespit edildi, ideal saflıktaki kaliteli RNA’nın A260 / A280 

absorbans oranını 1,8-2,0 olarak belirlendi. Genel olarak reaksiyon başına 50 ng total 

RNA’nın ortalama düzeyde ifade edilen mRNA tespitinde yeterli olacağı 

düşünülmektedir. 
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3.2.4.4. cDNA Sentezi 

 cDNA sentezi için “Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” 

kullanıldı.  

 Her örnek için RNA+H2O’dan 10 µl konuldu ve 2 µl random heksamer 

primer ve 1 µl oligo dT primer eklendi. 

RNA örneği      10 µl 

Oligo dT primer           1 µl 

Random heksamer primer          2 µl  

Toplam                13 µl  

 Tüpler PCR cihazına yerleştirildi.  

 65 oC’de 10 dk RNA’lar denatüre edidi. 

 Ardından her bir örnek için aşağıda belirtilen miktarlar baz alınarak ana 

karışım hazırlandı.  

Tek Reaksiyon için 

Reaksiyon Tamponu              4 µl 

Koruyucu RNaz İnhibitörü                0,5 µl 

Deksinükleotit Karşımı                           2 µl 

Transkriptör Ters Transkriptaz                0,5 µl   

Toplam        7 µl 

 

 PCR cihazından alınan örnekler soğutma kabına yerleştirildi.  

 Her tüpe 7 µl hazırlanan karışımdan dağıtıldı ve pipetle 3-4 kez 

karıştırıldı.  

 Tüpler PCR cihazına yerleştirildi ve aşağıdaki hazırlanmış program 

çalıştırıldı. 
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25 oC’de   10 dk 

50 oC’de   60 dk 

85 oC’de   5 dk 

4 oC’de   bekleme 

 Elde edilen cDNA’lar üzerine 80 µl su eklendi. 

3.2.4.5. Gerçek Zamanlı PCR (qRT-PCR)  

 Elde edilen cDNA’lar, hazır paneller kullanılarak ve aşağıdaki miks ve 

cihaz protokolleri ile LightCycler 480II cihazı ile çalışıldı. 

 Cihaz protokolü şu şekilde düzenlendi (Tablo 9); 

 

Tablo 9. Gerçek Zamanlı PCR cihaz protokolü. 

Program Denatürasyon Amplifikasyon Soğutma 

Parametre    

Analiz modu Yok Kuantifikasyon modu Yok 

Döngü 1 55 1 

Hedef [°C] 95 95 60 72 40 

Süre [sa:dk:sn] 00:10:00 00:00:10 00:00:30 00:00:01 00:00:30 

Ramp. oranı [°C/s] 20 20 20 20 20 

Acquisition Mod Yok Yok Yok Tek Yok 

 

 Gerçek zamanlı PCR karışımı hazırlanışı;  

o “Roche FastStart Essential DNA Probes Master” ve “RealTime 

ready Apoptosis Panel, Human 96 Gene” kullanılarak hazırlandı. 

Tek Reaksiyon için  96 rxn için 

Nükleaz içermeyen su             9.0 µl   900 µl 

cDNA            1.0 µl    96 µl 

Enzim ve dNTP karışımı                           10 µl                        1000 µl 

Toplam                      20 µl           1996 µl 
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o Reaksiyon tüpünde, tek bir reaksiyon için reaktiflerin her birinden 

eklendi ve reaksiyon sayısı kadar konup, reaksiyon karışımı 

hazırlandı. 

o Karışım spin edildi ve çalışma paneline her bir kuyucuk için 20 μl 

reaksiyon karışımından transfer edildi. Paneldeki apoptotik yolakla 

ilişkili genler, referans genler, RT pozitif ve RT negatif kontrol 

genlerinin yerleşimleri şekil 24’de görülmektedir (Şekil 20). 

 

 

Şekil 20. RealTime Ready Human Apoptosis Panel 96 genlerin yerleşimi. 

 

o Hazırlanan plateler (karışım ilave edildikten sonra) soğuk bloktaki adaptörleri 

ile birlikte 2000 rpm’ de 15 sn santrifüj edildi. 

3.2.4.6. Analiz 

Gen ekspresyon düzeylerinin hesaplanabilmesi için; öncelikle örneklerden 

RNA izolasyonu gerçekleştirildi. Ardından RNA’lar gerçek zamanlı PCR metodunda 

kullanılacak olan cDNAlara çevrildi ve gerçek zamanlı PCR çalışmasına geçildi. 

Gerçek zamanlı PCR işlemi esnasında cihazın yazılımı tarafından elde edilen 

amplifikasyon eğrileri aracılığı ile; floresan ışımanın bir eşik düzeye ulaştığı “cycle 

time” (CT-siklus zamanı) belirlendi. Bu CT değeri orijinal örnekteki özel nükleik asit 

dizisinin miktarı ile ters orantılıdır. Hem göreceli hem mutlak gen ekspresyonunun 
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kantitasyonunda bu CT değerinden yararlanır. Mükemmel etkin bir PCR sürecinde, her 

siklusta amplifiye edilen ürün miktarı iki katına çıkar (180). Örneklerin CT değerleri 

arasındaki farkın 1 olması daha düşük CT değerine sahip örneğin, diğer örneğe kıyasla 

hedef dizi miktarını iki katına çıkardığını göstermektedir. Bu CT değerleri arasındaki 

fark 2 olursa 4 kat, 3 olursa 8 kat hedef dizi miktarında artış oluğunu gösterir. Yani 

formüleze edilirse;  

CT değerindeki değişim (Δ Ct) = 2-ΔΔct kat kadar değişim.  

Gerçek zamanlı PCR’dan elde edilen verinin değerlendirilmesinde mutlak veya 

göreceli ekspresyon düzeylerini gösteren çeşitli yöntemler bulunmaktadır. Mutlak 

ekspresyon değerleri standart bir eğriden elde edilen verileri kesin kopya sayılarına 

çevirir ve veri sonuçta her bir hücre için kopya sayısı olarak verilir. Göreceli 

kantitasyonda ise gerçek zamanlı PCR verisi iç kontrol olarak adlandırılan bir genle 

kıyaslanarak verilir. Yani burada değişmez bir kontrol genine kıyasla ilgilenilen bir 

genin kararlı durumundaki değişiklik düzeyleri ölçülür. “Housekeeping” genler 

deneysel koşullara bağlı olarak değişim beklenmeyen genlerdir ve uygun birer iç 

standart olarak kullanılır (siklofilin, gliseraldehit-3fosfat dehidrojenaz, ribozomal 

protein 34B4, β-aktin, transferrin reseptörü vd. gibi). Göreceli gen ekspresyonunun 

oluşturulmasında seneler içerisinde çok sayıda yöntem geliştirilmştir.  

Bunlardan en çok kullanılanı karşılaştırmalı Ct metodudur ki 2-ΔΔCt metodu 

olarak da bilinir. Bu yöntemin en önemli avantajı kullanım kolaylığı sağlaması ve 

ekspresyon değişim verilerini “kat değişimi” olarak sunmasıdır (181).  

Kat Değişimi = 2-ΔΔCT  

Bu denklem formu iki farklı örnekteki gen ekspresyonlarını karşılaştırmak için 

kullanılabilir (Örnek A, Örnek B); her örnek bir iç kontrol genine göre kıyaslandıktan 

sonra. Örneğin burada örnek A etken madde uygulanan grubu, örnek B ise kontrol 

grubu üyesi olabilir. Bu durumda formüle ayrıntılı bakacak olursak;  

2-ΔΔCT = [(CT ilgilenilen gen – CT kontrol geni) örnek A – (CT ilgilenilen gen 

– CT kontrol geni) örnekB]  

Kat değişim sonuçlarının istatiksel olarak değerlenderilmesi ile bu değişimlerin 

anlamlılığı belirlenir. Buna göre; elde edilen değerin 2’den büyük olması gen 
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ekspresyonunun anlamlı derecede artığını, 2’den küçük olması ise anlamlı derecede 

azaldığını gösterir.  

Kitte yer alan apoptotik yolakla ilişkili genler ve referans genlere ait 

açıklamalar tablo 10’da görülmektedir (Tablo 10).  

Tablo 10. RealTime Ready Human Apoptosis Panel 96 genler ve açık adları. 

Pozisyon Sembol Gen Açık Adı Türkçe karşılığı/çevirisi 

A1 AKT1 RAC-alpha serine/threonine-

protein kinase 

RAC-alfa serin/treonin-

protein kinaz 

A2 APAF1 Apoptotic protease-activating 

factor 1 (Apaf-1). 

Apoptotik proteaz-aktive 

edici faktör 1  

A3 AVEN Cell death regulator Aven. Hücre ölüm düzenleyicisi 

Aven. 

A4 BAD BCL2 antagonist of cell death 

(BAD) 

Hücre ölümünün BCL2 

antagonisti  

A5 BAG1 BAG family molecular 

chaperone regulator 1 (BCL-

2associated athanogene 1) 

BAG ailesi moleküler 

şaperon düzenleyici 1  

A6 BAK1 BCL-2 homologous 

antagonist/killer (Apoptosis 

regulator BAK) 

BCL-2 homoloğu 

antagonist/öldürücü  

A7 BAX Apoptosis regulator BAX. Apoptoz düzenleyici BAX. 

A8 BBC3 BCL-2-binding component 3 

(p53 up-regulated modulator of 

apoptosis) 

BCL-2-bağlayıcı 

komponent 3 (apoptozun 

p53 tarafından up-regulüle 

edilen düzleyicisi) 

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

2. 

A10 BCL2L1 Apoptosis regulator BCL-X 

(BCL-2-like 1 protein). 

Apoptoz düzenleyici BCL-

X (BCL-2-benzeri protein 

1). 

A11 BCL2L10 Apoptosis regulator BCL-B 

(BCL-2-like 10 protein) 

Apoptoz düzenleyici BCL-

B (BCL-2-benzeri protein 

10) 

A12 BCL2L11 BCL-2-like protein 11 (BCL2-

interacting mediator of cell 

death). 

BCL-2-benzeri protein 11 

(hücre ölümünün BCL 2 

ile etkileşime giren 

aracısı). 

B1 BCL2L13 BCL-2-like 13 protein (Protein 

MIL1 

BCL-2-benzeri protein 13 

(Mil1 Proteini)  

B2 BCL2L2 Apoptosis regulator BCL-W 

(BCL-2-like 2 protein). 

Apoptoz düzenleyicisi 

BCL-W (BCL-2-benzeri 

protein 2). 

B3 BID BH3-interacting domain death 

agonist (BID) 

BH3-etkileşim alanı ölüm 

agonisti (BID) 

B4 BIK BCL-2-interacting killer 

(Apoptosis inducer NBK) 

BCL-2-etkileşimli 

öldürücü (Apoptoz uyarıcı 

NBK) 
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Pozisyon Sembol Gen Açık Adı Türkçe karşılığı/çevirisi 

B5 BIRC2 Baculoviral IAP repeat-

containing protein 2 (Inhibitor of 

apoptosis protein 2) 

Bakuloviral IAP tekrarları 

taşıyan protein 2 (apoptoz 

inhibitör protein 2) 

B6 BIRC3 Baculoviral IAP repeat-

containing protein 3 (Inhibitor of 

apoptosis protein 1) 

Bakuloviral IAP tekrarları 

taşıyan protein 3 (apoptoz 

inhibitör protein 1) 

B7 BIRC5 Baculoviral IAP repeat-

containing protein 5 (Apoptosis 

inhibitor survivin) 

Bakuloviral IAP tekrarları 

taşıyan protein 5 (Apoptoz 

inhibitör survivin) 

B8 BOK BCL-2-related ovarian killer 

protein (Hbok). 

BCL-2-ilişkili overyan 

öldürücü protein (Hbok). 

B9 CAD CAD protein CAD proteini 

B10 CASP1 Caspase-1 precursor Kaspaz 1 öncüsü 

B11 CASP10 Caspase-10 precursor Kaspaz 10 öncüsü 

B12 CASP12 Inactive caspase-12 (CASP-12). Inaktif kaspaz 12 (CASP-

12). 

C1 CASP14 Caspase-14 precursor Kaspaz 14 öncüsü 

C2 CASP2 Caspase-2 precursor Kaspaz 2 öncüsü 

C3 CASP3 Caspase-3 precursor Kaspaz 3 öncüsü 

C4 CASP4 Caspase-4 precursor Kaspaz 4 öncüsü 

C5 CASP5 Caspase-5 precursor Kaspaz 5 öncüsü 

C6 CASP6 Caspase-6 precursor Kaspaz 6 öncüsü 

C7 CASP7 Caspase-7 precursor Kaspaz 7 öncüsü 

C8 CASP8 Caspase-8 precursor Kaspaz 8 öncüsü 

C9 CASP8AP2 CASP8-associated protein 2 

(FLICE-associated huge protein). 

CASP8-ilişkili protein 2 

(FLICE-ilişkili dev 

protein). 

C10 CASP9 Caspase-9 precursor Kaspaz 9 öncüsü 

C11 CFLAR CASP8 and FADD-like 

apoptosis regulator precursor 

(Cellular FLICE-like inhibitory 

protein) 

CASP8 ve FADD-benzeri 

apoptoz düzenleyici öncü 

(Hücresel FLICE-benzeri 

inhibitör protein) 

C12 CRADD Death domain-containing protein 

CRADD (Caspase and RIP 

adapter with death domain) 

Ölüm alanı-taşıyan protein 

CRADD (Ölüm alanına 

sahip Kaspaz ve RIP 

adaptörü) 

D1 DFFA DNA fragmentation factor 

subunit alpha (DNA 

fragmentation factor 45 kDa 

subunit) 

DNA fragmantasyon 

faktör altbirimi alfa (DNA 

fragmantasyon faktör 45 

kDa altbirimi) 

D2 DIABLO Diablo homolog, mitochondrial 

precursor (Second mitochondria-

derived activator of caspase) 

Diablo homoloğu, 

mitokondriyal öncü (ikinci 

mitokondri-kökenli kaspaz 

aktivatörü) 

D3 ENDOG Endonuclease G, mitochondrial 

precursor 

Endonükleaz G, 

mitokondriyal öncü 

D4 FADD Protein FADD (FAS-associated 

death domain protein) 

Protein FADD (FAS-

ilişkili ölüm alanı proteini) 

D5 FAM96A UPF0195 protein FAM96A. UPF0195 protein 

FAM96A. 
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Pozisyon Sembol Gen Açık Adı Türkçe karşılığı/çevirisi 

D6 FAM96B UPF0195 protein FAM96B. UPF0195 protein 

FAM96B. 

D7 FAS Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 6 precursor 

(FASLG receptor) 

Tümör nekroz edici faktör 

reseptör üst ailesi üyesi 6 

öncüsü (FASLG reseptörü) 

D8 FASLG Tumor necrosis factor ligand 

superfamily member 6 (Fas 

antigen ligand) 

Tümör nekroz edici faktör 

ligand üst ailesi üyesi 6 

(Fas antijen ligand) 

D9 HMGB1 High mobility group protein B1 

(High mobility group protein 1) 

Yüksek mobilite grubu 

protein B1 (yüksek 

mobilite grup protein 1) 

D10 HRK Activator of apoptosis harakiri 

(Neuronal death protein DP5) 

Apoptoz harakirinin 

aktivatörü (Nöronal ölüm 

proteini DP5) 

D11 HSP90B1 Endoplasmin precursor (Heat 

shock protein 90 kDa beta 

member 1) 

Endoplazmin öncülü (Isı-

şok protein 90 kDa beta 

üyesi 1) 

D12 HTRA2 Serine protease HTRA2, 

mitochondrial precursor 

Serin proteaz HTRA2, 

mitokondriyal öncü 

E1 LRDD Leucine-rich repeat and death 

domain-containing protein (p53-

induced protein with a death 

domain) 

Lösinden zengin tekrarlar 

ve ölüm alanı taşıyan 

protein (p53- tarafından 

uyarılan ölüm alalına sahip 

proteinin) 

E2 MCL1 Induced myeloid leukemia cell 

differentiation protein MCL-1 

(BCL-2- related protein 

EAT/MCL1) 

Uyarılmış myeloid lösemi 

hücre farklılaşma proteini 

MCL-1 (BCL-2- ilişkili 

protein EAT/MCL1) 

E3 NFKB1 Nuclear factor NF-kappa-B p105 

subunit (DNA-binding factor 

KBF1) 

Nüklear faktör NF-kappa-

B p105 altbirimi (DNA-

bağlayıcı faktör KBF1) 

E4 NFKB2 Nuclear factor NF-kappa-B p100 

subunit (DNA-binding factor 

KBF2) 

Nüklear faktör NF-kappa-

B p100 altbirimi (DNA-

bağlayıcı faktör KBF2) 

E5 NGFR Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 16 

precursor (Low- affinity nerve 

growth factor receptor) 

Tümör nekroz edici faktör 

reseptör üst ailesi üyesi 16 

öncüsü (düşük afiniteli 

sinir büyüme faktör 

reseptörü) 

E6 PMAIP1 Phorbol-12-myristate-13-acetate-

induced protein 1 (PMA-induced 

protein 1) 

Forbol-12-miristat-13-

asetat-tarafından uyarılan 

protein 1 (PMA-tarafından 

uyarılan protein 1) 

E7 PTEN Phosphatidylinositol-3,4,5-

trisphosphate 3-phosphatase and 

dual- specificity protein 

phosphatase PTEN 

Fosfatidilinositol-3,4,5-

trisfosfat 3-fosfataz ve çift 

özgüllüğe sahip protein 

fosfataz PTEN 

E8 REL -Rel proto-oncogene protein (C-

Rel protein). 

Rel proto-onkogen protein 

(C-Rel protein). 
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Pozisyon Sembol Gen Açık Adı Türkçe karşılığı/çevirisi 

E9 RELA Transcription factor p65 (Nuclear 

factor NF-kappa-B p65 subunit). 

Transkripsiyon faktör p65 

(Nüklear faktör NF-kappa-

B p65 altbirimi). 

E10 RELB Transcription factor RelB (I-

Rel). 

Transkripsiyon faktörü 

RelB (I-Rel). 

E11 SOCS2 Suppressor of cytokine signaling 

2 (SOCS-2) 

Sitokin sinyalinin 

baskılayıcısı 2 (SOCS-2) 

E12 SOCS3 Suppressor of cytokine signaling 

3 (SOCS-3) 

Sitokin sinyalinin 

baskılayıcısı 3 (SOCS-3) 

F1 STAT1 Signal transducer and activator 

of transcription 1alpha/beta 

(Transcription factor ISGF-3 

components p91/p84). 

Sinyal dönüştürücü ve 

transkripsiyon aktivatörü 

1alfa/beta (Transkripsiyon 

faktör ISGF-3 bileşenleri 

p91/p84). 

F2 STAT5A Signal transducer and activator 

of transcription 5A. 

Sinyal dönüştürücü ve 

transkripsiyon aktivatörü 

5A. 

F3 STAT5B Signal transducer and activator 

of transcription 5B. 

Sinyal dönüştürücü ve 

transkripsiyon aktivatörü 

5B. 

F4 TNF Tumor necrosis factor precursor 

(TNF-alpha) 

Tümör nekroz edici faktör 

öncüsü (TNF-alfa) 

F5 TNFRSF10A Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 10A 

precursor (Death receptor 4) 

Tümör nekroz edici faktör 

reseptör alt ailesi üyesi 

10A öncülü (ölüm 

reseptörü 4) 

F6 TNFRSF10B Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 10B 

precursor (Death receptor 5) 

Tümör nekroz edici faktör 

reseptör alt ailesi üyesi 

10B öncülü (ölüm 

reseptörü 5) 

F7 TNFRSF10C Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 10C 

precursor (Decoy receptor 1) 

Tümör nekroz edici faktör 

reseptör alt ailesi üyesi 

10C öncülü (Tuzak 

reseptör 1) 

F8 TNFRSF10D Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 10D 

precursor (Decoy receptor 2) 

Tümör nekroz edici faktör 

reseptör alt ailesi üyesi 

10D öncülü (Tuzak 

reseptör 2) 

F9 TNFRSF11B Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 11B 

precursor (Osteoprotegerin) 

Tümör nekroz edici faktör 

reseptör alt ailesi üyesi 

11B öncülü 

(Osteoprotegerin) 

F10 TNFRSF1A Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 1A 

precursor (p60) 

Tümör nekroz edici faktör 

reseptör alt ailesi üyesi 1A 

öncülü (p60) 

F11 TNFRSF1B Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 1B 

precursor (Tumor necrosis factor 

receptor 2) 

Tümör nekroz edici faktör 

reseptör alt ailesi üyesi 1B 

öncülü (Tümör nekroz 

edici faktör reseptör 2) 

F12 TNFRSF21 Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 21 

Tümör nekroz edici faktör 

reseptör alt ailesi üyesi 21 
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Pozisyon Sembol Gen Açık Adı Türkçe karşılığı/çevirisi 

precursor (TNFR- related death 

receptor 6) 

öncülü (TNFR- ilişkili 

ölüm reseptörü 6) 

G1 TNFRSF25 Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 25 

precursor (WSL-1 protein) 

Tümör nekroz edici faktör 

reseptör alt ailesi üyesi 25 

öncülü (WSL-1 protein) 

G2 TNFSF8 Tumor necrosis factor ligand 

superfamily member 8 (CD30 

ligand) 

Tümör nekroz edici faktör 

ligand alt ailesi üyesi 8 

(CD30 ligand) 

G3 TNFSF10 Tumor necrosis factor ligand 

superfamily member 10 (TNF-

related apoptosis-inducing 

ligand) 

Tümör nekroz edici faktör 

ligand alt ailesi üyesi 10 

(TNF-ilişkili apoptoz-

uyarıcı ligand) 

G4 TNFSF11 Tumor necrosis factor ligand 

superfamily member 11 

(Receptor activator of nuclear 

factor kappa B ligand) 

Tümör nekroz edici faktör 

ligand alt ailesi üyesi 11 

(Nüklear faktör kappa B 

ligandının reseptör 

aktivatörü) 

G5 TP53 Cellular tumor antigen p53 

(Tumor suppressor p53) 

Hücresel tümör antijen p53 

(Tümör baskılayıcı p53) 

G6 TP53I3 Putative quinone oxidoreductase Putatik kinon 

oksidoredüktaz 

G7 TRAF1 TNF receptor-associated factor 1 

(Epstein-Barr virusinduced 

protein 6). 

TNF reseptör-ilişkili faktör 

1 (Epstein-Barr virüs 

tarafından uyarılan protein 

6). 

G8 TRAF2 TNF receptor-associated factor 2 

(Tumor necrosis factor type 2 

receptor-associated protein 3). 

TNF reseptör-ilişkili faktör 

2 (Tümör nekroz edici 

faktör tip 2 reseptörü-

ilişkili protein 3). 

G9 TRAF3 TNF receptor-associated factor 3 

(CD40 receptorassociated factor 

1) 

TNF reseptör-ilişkili faktör 

3 (CD40 reseptörü-ilişkili 

faktör 1) 

G10 TRAF5 TNF receptor-associated factor 5 

(RING finger protein 84). 

TNF reseptör-ilişkili faktör 

5 (RING finger protein 

84). 

G11 TRAF6 TNF receptor-associated factor 6 

(Interleukin-1 signal transducer) 

TNF reseptör-ilişkili faktör 

6 (İnterlökin-1 sinyal 

dönüştürücü) 

G12 TRAF7 E3 ubiquitin-protein ligase 

TRAF7 

E3 ubikuitin-protein ligaz 

TRAF7 

H1 ACTB Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) Aktin, sitoplazmik 1 (Beta-

aktin) 

H2 B2M Beta-2-microglobulin precursor Beta-2-mikroglobulin 

öncüsü 

H3 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 

Gliseraldehid-3-fosfat 

dehidrojenaz 

H4 HPRT1 Hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase 

Hipoksantin-guanin 

fosforibosiltransferaz 

H5 RPL13A 60S ribosomal protein L13a  60S ribozomal protein 

L13a  

H6 RN18S1 18S ribosomal RNA 18S ribosomal RNA 
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Pozisyon Sembol Gen Açık Adı Türkçe karşılığı/çevirisi 

H7 YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta (Protein 

kinase C inhibitor protein 1) 

14-3-3 protein zeta/delta 

(Protein kinaz C inhibitör 

proteini 1) 

(Tablo 10 devamı) 
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4. BULGULAR 

4.1. Doz Belirleme Deneyi Bulguları 

Doz belirleme deneyi kapsamında; deney planına uygun olarak 24., 48. ve 72. 

saatlerin sonunda hücreler toplanarak sayıma hazır hale getirildi. Elde edilen hücre 

süspansiyonlarındaki canlı hücre sayısı tripan mavisi ile boyama ve ardından 

hemositometrede sayım yöntemi ile belirlendi. Toplam hücre sayıları kaydedilerek 

yapılan değerlendirme sonrasında; borik asit için %50’sinin ölümüne yol açan 

ortalama doz değeri olan IC50 değeri 75 mM olarak belirlendi (Şekil 21). 

 

Şekil 21. SW-480 Hücreleri için borik asit doz inaktivasyon grafiği. 
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4.2. Tutunma ve Canlılık Deneyi Bulguları 

Borik asit grubuna IC50 değeri olarak belirlenen 75 mM borik asit ve kontrol 

grubuna da eşit hacimde FBS içermeyen medyum verilmesinin ardından 24., 48. ve 

72. saatler sonunda yapılan hücre sayımlarında; tüm saatlerde kontrol grubuna kıyasla 

BA grubunda hücre sayısında belirgin bir azalma olduğu görülmüştür (p <0,05). 

Kontrol gruplarındaki hücreler normal olarak çoğalmaya devam ederken, borik asit 

SW-480 kolon kanser hücrelerinin çoğalma ve canlılık yeteneklerini belirgin olarak 

azaltmaktadır. (Şekil 22)       

 

 

 

Şekil 22. Zamana bağlı hücre çoğalma verileri. 
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4.3. İki Boyutlu Kültür Çalışmaları Sonuçları 

4.3.1. İki Boyutlu Kültürde 5-Bromo-2-Deoksiüridin (BrdU) ile 

İmmünohistokimyasal İşaretleme Bulguları 

104 SW-480 hücresinin 24 kuyucuklu kültür kaplarına lamelli ekimi sonrası 

deney planına uygun olarak 24., 48. ve 72. saatler sonunda BrdU ile yapılan 

immünohistokimyasal çalışmada; tüm saatlerde kontrol grubunda çok sayıda, hücre 

döngüsünün S fazında bulunan hücrenin BrdU ile işaretlendiği görüldü (Resim 1, 3, 5) 

(Şekil 23). 

75 mM BA uygulanan BA gruplarında ise, tüm saatlerde kontrol grubuna 

kıyasla BrdU işaretleme indekslerinde anlamlı bir azalma (p <0,05) olduğu tespit 

edildi (Resim 2, 4, 6) (Şekil 23). 

  

 

Şekil 23. İki boyutlu kültürde BrdU işaretlenme grafiği. 
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Resim 1. 24. saat kontrol grubu BrdU immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

       

Resim 2. 24. saat BA grubu BrdU immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, ölçüm 

çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 3. 48. saat kontrol grubu BrdU immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

  

 

A B 

A B 

A B 
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Resim 4. 48. saat BA grubu BrdU immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, ölçüm 

çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 5. 72. saat kontrol grubu BrdU immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm.  

 

    

Resim 6. 72. saat BA grubu BrdU immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, ölçüm 

çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 
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4.3.2. İki Boyutlu Kültürde Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (Tdt) 

Mediated Nick-End-Labelling (TUNEL) Metodu Bulguları 

104 SW-480 hücresinin 24 kuyucuklu kültür kaplarına lamelli ekimi sonrası 

deney planına uygun olarak 24., 48. ve 72. saatler sonunda TUNEL ile yapılan 

immünohistokimyasal çalışmada; tüm saatlerde kontrol grubunda çok zayıf bir 

boyanmanın olduğu, yani az sayıda hücrenin apoptoza gittiği görüldü (Resim 7, 9, 11); 

(Şekil 24). 

75 mM BA uygulanan BA gruplarında ise; tüm saatlerde kontrol grubuna 

kıyasla çok fazla sayıda hücrenin TUNEL ile işaretlendiği yani, çok sayıda hücrenin 

apoptoza gittiği (p <0,05) tespit edildi (Resim 8, 10, 12); (Şekil 24). 

 

 

 

Şekil 24. İki boyutlu kültürde TUNEL boyanma grafiği. 
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Resim 7. 24. saat kontrol grubu TUNEL immunohistokimyasal boyaması.(A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 8. 24. saat BA grubu TUNEL immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, ölçüm 

çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm.  

 

    

Resim 9. 48. saat kontrol grubu TUNEL immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

  

A B 

A B 

A B 
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Resim 10. 48. saat BA grubu TUNEL immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 11. 72. saat kontrol grubu TUNEL immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 12. 72. saat BA grubu TUNEL immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

A B 

A B 

A B 
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4.3.3. İki Boyutlu Kültürde Kaspaz 3 ile İmmünohistokimyasal İşaretleme 

Bulguları 

104 SW-480 hücresinin 24 kuyucuklu kültür kaplarına lamelli ekimi sonrası 

deney planına uygun olarak 24., 48. ve 72. saatler sonunda kaspaz 3 ile yapılan 

immünohistokimyasal çalışmada; tüm saatlerde kontrol grubunda kaspaz 3 ile 

işaretlenmenin çok zayıf olduğu görüldü (Resim 13, 15, 17); (Şekil 25). 

75 mM BA uygulanan BA gruplarında ise; tüm saatlerde kontrol grubuna 

kıyasla çok fazla sayıda hücrenin kaspaz 3 ile işaretlendiği (p <0,05) tespit edildi 

(Resim 14, 16, 18); (Şekil 25). 

 

 

 

 

Şekil 25. İki boyutlu kültürde kaspaz 3 ile işaretlenme grafiği. 
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Resim 13. 24. saat kontrol grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 14. 24. saat BA grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 15. 48. saat kontrol grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

  

A B 

A B 

A B 
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Resim 16. 48. saat BA grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 17. 72. saat kontrol grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 18. 72. saat BA grubu kaspaz 3 immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

 

A B 

A B 

A B 
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4.3.4. İki Boyutlu Kültürde AIF ile İmmünohistokimyasal İşaretleme 

Bulguları 

104 SW-480 hücresinin 24 kuyucuklu kültür kaplarına lamelli ekimi sonrası 

deney planına uygun olarak 24., 48. ve 72. saatler sonunda AIF ile yapılan 

immünohistokimyasal çalışmada; tüm saatlerde kontrol grubunda çok az sayıda 

hücrenin AIF ile işaretlendiği görüldü (Resim 19, 21, 23); (Şekil 26). 

75 mM BA uygulanan BA gruplarında ise; tüm saatlerde kontrol grubuna 

kıyasla daha fazla sayıda hücrenin AIF ile işaretlendiği (p <0,05) tespit edildi (Resim 

20, 22, 24); (Şekil 26). 

 

 

 

 

Şekil 26. İki boyutlu kültürde AIF işaretlenme grafiği. 
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Resim 19. 24. saat kontrol grubu AIF immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 20. 24. saat BA grubu AIF immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, ölçüm 

çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 21. 48. saat kontrol grubu AIF immunohistokimyasal boyaması.(A) ×20, ölçüm 

çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

   

A B 

A B 

A B 
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Resim 22. 48. saat BA grubu AIF immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, ölçüm 

çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

    

Resim 23. 72. saat kontrol grubu AIF immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, 

ölçüm çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

   

Resim 24. 72. saat BA grubu AIF immunohistokimyasal boyaması. (A) ×20, ölçüm 

çubuğu = 100 µm; (B) ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

   

A B 

A B 

A B 



101 

4.4. Üç Boyutlu Kültür Çalışmaları Sonuçları 

4.4.1. Üç Boyutlu Kültürde Hematoksilen-Eozin Boyama Bulguları ve 

Sferoid Morfolojisi değerlendirmesi 

106 SW-480 hücresinin, agar ile tutunma yüzeyi ortadan kaldırılan 6 kuyucuklu 

kültür kaplarına ekimi ve ardından; sferoid oluşumu sonrası deney planına uygun 

olarak 24., 48. ve 72. saatler sonunda takibi yapılarak kesit alınan örnekler 

hematoksilen-eozin yöntemi ile boyanarak incelendi. Sferoidlerin morfolojik olarak 

yapılan değerlendirmesinde; tüm saatlerde kontrol grubunda sferoid morfolojilerinin 

oldukça düzgün olduğu görüldü (Resim 25A, 26A, 27A). 

75 mM BA gruplarında ise; tüm saatlerde kontrol grubuna kıyasla birçok 

sferoidin morfolojik olarak bozulduğu ve sferoidlerde daha fazla dejenerasyon 

alanlarının bulunduğu tespit edildi (Resim 25B, 26B, 27B). 
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Resim 25. 24. Saat H-E boyaması. (A) kontrol, (B) BA grubu. ×40, ölçüm çubuğu = 

50 µm. 

 

    

Resim 26. 48. Saat H-E boyaması. (A) kontrol, (B) BA grubu. ×40, ölçüm çubuğu = 

50 µm. 

 

    

Resim 27. 72. Saat H-E boyaması. (A) kontrol, (B) BA grubu. ×40, ölçüm çubuğu = 

50 µm. 

  

 

 

A B 

A B 

A B 
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4.4.2. Üç Boyutlu Kültürde 5-Bromo-2-Deoksiüridin (BrdU) ile 

İmmünohistokimyasal İşaretleme Bulguları 

106 SW-480 hücresinin, agar ile tutunma yüzeyi ortadan kaldırılan 6 kuyucuklu 

kültür kaplarına ekimi ve ardından; sferoid oluşmu sonrası deney planına uygun olarak 

24, 48 ve 72. saatler sonunda takibi yapılarak kesit alınan örnekler BrdU yöntemi ile 

boyanarak, immünohistokimyasal işaretlenme değerleri açısından incelendi. Yapılan 

değerlendirmede iki boyutlu kültür sonuçları ile uyumlu olarak; tüm saatlerde kontrol 

grubunda, özellikle sferoidlerin perifer kısımlarındaki hücrelerde daha yoğun olmak 

üzere çok sayıda hücrenin BrdU ile işaretlendiği görüldü. (Resim 28A, 29A, 30A); 

(Şekil 27). 

75 mM BA gruplarında ise iki boyutlu kültür sonuçları ile uyumlu olarak; tüm 

saatlerde kontrol grubuna kıyasla daha az sayıda hücrenin BrdU ile işaretlendiği tespit 

edildi (Resim 28B, 29B 30B); (Şekil 27). 

 

 

Şekil 27. Üç boyutlu kültürde BrdU işaretlenme grafiği.  
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Resim 28. 24. Saat BrdU immünohistokimyasal boyaması.(A) kontrol, (B) BA grubu. 

×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 29. 48. Saat BrdU immünohistokimyasal boyaması. (A) kontrol, (B) BA grubu. 

×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 30. 72. Saat BrdU immünohistokimyasal boyaması. (A) kontrol, (B) BA grubu. 

×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

A B 

A B 

A B 
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4.4.3. Üç Boyutlu Kültürde Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (Tdt) 

Mediated Nick-End-Labelling (TUNEL) Metodu Bulguları 

106 SW-480 hücresinin, agar ile tutunma yüzeyi ortadan kaldırılan 6 kuyucuklu 

kültür kaplarına ekimi ve ardından; sferoid oluşmu sonrası deney planına uygun olarak 

24., 48. ve 72. saatler sonunda takibi yapılarak kesit alınan örnekler TUNEL yöntemi 

ile boyanarak, işaretlenme değerleri açısından incelendi. Yapılan değerlendirmede iki 

boyutlu kültür sonuçları ile uyumlu olarak kontrol gruplarında; tüm saatlerde çok az 

sayıda hücrenin TUNEL ile işaretlendiği görüldü (Resim 31A, 32A, 33A); (Şekil 28). 

75 mM BA gruplarında ise iki boyutlu kültür sonuçları ile uyumlu olarak; tüm 

saatlerde kontrol grubuna kıyasla özellikle sferoidlerin perifer kısımlarındaki 

hücrelerde daha yoğun olmak üzere çok sayıda hücrenin TUNEL ile işaretlendiği tespit 

edildi (Resim 31B, 32B, 33B); (Şekil 28). 

 

 

Şekil 28. Üç boyutlu kültürde TUNEL boyanma grafiği. 
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Resim 31. 24. Saat TUNEL immünohistokimyasal boyaması. (A) kontrol, (B) BA 

grubu. ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 32. 48. Saat TUNEL immünohistokimyasal boyaması. (A) kontrol, (B) BA 

grubu. ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 33. 72. Saat TUNEL immünohistokimyasal boyaması. (A) kontrol, (B) BA 

grubu. ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

A B 

A B 

A B 
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4.4.4. Üç Boyutlu Kültürde Kaspaz 3 ile İmmünohistokimyasal İşaretleme 

Bulguları 

106 SW-480 hücresinin, agar ile tutunma yüzeyi ortadan kaldırılan 6 kuyucuklu 

kültür kaplarına ekimi ve ardından; sferoid oluşmu sonrası deney planına uygun olarak 

24., 48. ve 72. saatler sonunda takibi yapılarak kesit alınan örnekler kaspaz 3 ile 

immünohistokimyasal olarak boyanarak, işaretlenme değerleri açısından incelendi. 

Yapılan değerlendirmede iki boyutlu kültür sonuçları ile uyumlu olarak kontrol 

grubuplarında; tüm saatlerde çok az sayıda hücrenin kaspaz 3 ile işaretlendiği görüldü 

(Resim 34A, 35A, 36A); (Şekil 29). 

75 mM BA gruplarında ise iki boyutlu kültür sonuçları ile uyumlu olarak; tüm 

saatlerde kontrol grubuna kıyasla özellikle sferoidlerin perifer kısımlarındaki 

hücrelerde daha yoğun olmak üzere çok sayıda hücrenin kaspaz 3 ile işaretlendiği 

tespit edildi (Resim 34B, 35B, 36B); (Şekil 29). 

 

 

Şekil 29. Üç boyutlu kültürde Kaspaz 3 işaretlenme grafiği. 
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Resim 34. 24. Saat kaspaz 3 immünohistokimyasal boyaması. (A) kontrol, (B) BA 

grubu. ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 35. 48. Saat kaspaz 3 immünohistokimyasal boyaması. (A) kontrol, (B) BA 

grubu. ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 36. 72. Saat kaspaz 3 immünohistokimyasal boyaması. (A) kontrol, (B) BA 

grubu. ×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

A B 

A B 

A B 
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4.4.5. Üç Boyutlu Kültürde AIF ile İmmünohistokimyasal İşaretleme 

Bulguları 

106 SW-480 hücresinin, agar ile tutunma yüzeyi ortadan kaldırılan 6 kuyucuklu 

kültür kaplarına ekimi ve ardından; sferoid oluşmu sonrası deney planına uygun olarak 

24., 48. ve 72. saatler sonunda takibi yapılarak kesit alınan örnekler AIF ile 

immünohistokimyasal olarak boyanarak, işaretlenme değerleri açısından incelendi. 

Yapılan değerlendirmede iki boyutlu kültür sonuçları ile uyumlu olarak kontrol 

grubuplarında; tüm saatlerde çok az sayıda hücrenin AIF ile işaretlendiği görüldü 

(Resim 37A, 38A, 39A); (Şekil 30). 

75 mM BA uygulanan BA gruplarında ise iki boyutlu kültür sonuçları ile 

uyumlu olarak; tüm saatlerde kontrol grubuna kıyasla özellikle sferoidlerin perifer 

kısımlarındaki hücrelerde daha yoğun olmak üzere çok sayıda hücrenin AIF ile 

işaretlendiği tespit edildi (Resim 37B, 38B, 39B); (Şekil 30). 

 

 

Şekil 30. Üç boyutlu kültürde AIF işaretlenme grafiği. 
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Resim 37. 24. Saat AIF immünohistokimyasal boyaması. (A) kontrol, (B) BA grubu. 

×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 38. 48. Saat AIF immünohistokimyasal boyaması. (A) kontrol, (B) BA grubu. 

×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 39. 72. Saat AIF immünohistokimyasal boyaması. (A) kontrol, (B) BA grubu. 

×40, ölçüm çubuğu = 50 µm. 
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4.5. Gen Ekspresyon Çalışmalarının Sonuçları 

Kit ile yapılan RNA izolasyonu takiben elde edilen RNA’ların 

konsantrasyonları ve saflıkları 260 ve 280 nm dalga boylarında ölçülerek 

spektrofotometrik olarak belirlendi. İzole edilen nükleik asitlerin tüm örneklerde 

yeterli konsantrasyonda ve ideal saflıkta olduğu görüldü (A260 / A280 = 1,8-2,0); (Tablo 

11). 

Tablo 11. İzole edilen nükleik asitlerin konsantrasyon ve saflık değerleri. 

ÖRNEK NÜKLEİK ASİT 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-2 241,2 1,92 

BA 3B-3 259,2 1,95 
  

Genetik analiz, doz belirleme deneyleri sırasında borik asitin SW-480 hücreleri 

üzerine en etkin olduğu tespit edilen 48. saat için yapıldı. Çeşitli apoptotik yolaklarda 

yer alan birçok gen (7’si referans gen, 3’ü RT pozitif kontrol, 2 si RT negatif kontrol 

olmak üzere toplam 96 gen); “RealTime Ready Apoptosis Panel, Human 96 Gene” kiti 

ile 2 boyutlu (2B) kültür ve 3 boyutlu (3B) kültür için ayrı ayrı çalışıldı. Hem 2B hem 

3B kültürde kontrol ve borik asit gruplarına ait örnekelerden elde edilen sayısal Ct 

değerleri; 2∆∆CT yöntemi ve Student t testi kullanılarak analiz edildi. 

Kat değişimi (2∆∆CT) deney grubundaki normalize edilmiş gen 

ekspresyonlarının (2∆CT), kontol grubundaki normalize edilmiş gen ekspresyonlarına 

(2∆CT) bölünmesiyle elde edilir. Kat değişimi değerinin istatistiksel analizi sonrası 

ortaya çıkan değerin 1’den büyük olması o genin ekspresyonundaki artışı, 1’den küçük 

olması ise ilgili genin ekspresyonundaki azalmayı gösterir. Bu analizler sonucunda; 
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2B kültürde kat değişim değerleri ve istatistiksel analizleri incelendiğinde, kitte yer 

alan apoptotik yolaklarla ilgilli genlerden borik asit grubunda kontrol grubuna kıyasla 

6 adet genin ekspresyon düzeylerinin anlamlı şekilde arttığı gözlenmiştir (Tablo 12).  

Tablo 12. Kat değişim değerlerinin istatistiksel analizine göre 2B kültürde, BA 

grubunda ekspresyonu artan genler. 

Kontrol Grubuna Kıyasla Borik Asit Grubunda 

Ekspresyonu Artan Genler 

Pozisyon  

(Kitteki Yerleşimi) 
Gen Sembolü 

Kat değişimi 

istatistiksel analiz 

değeri 

A4 BAD 15,8711 

A11 BCL2L10 27,7612 

A12 BCL2L11 5,6896 

D12 HTRA2 12,7139 

F4 TNF 8,388 

G2 TNFSF8 14,2379 
 

Saçılım grafiğinde x ekseni üzerinde deney (borik asit grubu) ve y ekseni 

üzerinde kontrol grubundaki hedef genin ekspresyon değerleri belirtilmektedir. Paralel 

çizgilerin yukarısında kalan ve kırmızı olarak işaretlenen genler deney grubunda 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir şekilde ekspresyonu artan genleri göstermektedir 

(Şekil 31).  
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Şekil 31. 2B kültür 48. saat BA ve kontrol grupları ifade düzeyi değişimlerini 

gösteren saçılım grafiği (scatter plot). 

Kontrol grubu ve deney grubu arasında ilgili genlerin ekspresyon seviyelerini 

gösteren kümeleme analizinde de borik asit grubunda çok sayıda genin kontrol 

grubuna kıyasla ekspresyon düzeylerinin arttığı ancak sadece BAD, BCL2L10, 

BCL2L11, HTRA2, TNF ve TNFSF8 genlerinde istatistiksel olarak anlamlı bir artış 

olduğu görülmüştür (Şekil 32).  
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Şekil 32. 2B kültür grup kümeleme grafiği. 
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3B kültürde ise, kat düzenlemesi değerleri incelendiğinde; kitte yer alan 

apoptotik yolaklarla ilgilli genlerden borik asit grubunda, kontrol grubuna kıyasla 3 

adet genin ekspresyon düzeylerinin anlamlı şekilde arttığı gözlenmiştir (Tablo 14).  

Tablo 13. Kat değişim değerlerinin istatistiksel analizine göre 3B kültürde, BA 

grubunda ekspresyonu artan genler. 
Kontrol Grubuna Kıyasla Borik Asit Grubunda 

Ekspresyonu Artan Genler 

Pozisyon 

(kitteki yerleşimi) 
Gen Sembolü Kat değişimi istatistiksel analiz değeri 

E2 MCL1 4,3822 

E8 REL 6,1546 

F5 TNFRSF10A 5,7958 
 

Saçılım grafiğinde x ekseni üzerinde deney (borik asit grubu) ve y ekseni 

üzerinde kontrol grubundaki hedef genin ekspresyon değerleri belirtilmektedir. Paralel 

çizgilerin yukarısında kalan ve kırmızı olarak işaretlenen genler deney grubunda 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir şekilde ekspresyonu artan genleri göstermektedir 

(Şekil 33).   
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Şekil 33. 3B kültür 48. saat BA ve kontrol grupları ifade düzeyi değişimlerini 

gösteren saçılım grafiği (scatter plot). 

Kontrol grubu ve deney grubu arasında ilgili genlerin ekspresyon seviyelerini 

gösteren kümeleme analizinde de borik asit grubunda çok sayıda genin kontrol 

grubuna kıyasla ekspresyon düzeylerinin arttığı ancak istatiksel olarak sadece MCL1, 

REL ve TNFRSF10A genlerinde istatiksel olarak anlamlı bir artış olduğu görülmüştür 

(Şekil 34). 
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Şekil 34. 3B kültür grup kümeleme grafiği. 
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5. TARTIŞMA 

Kanser ile olan savaş, bireysel tıp ve immunoterapi gibi gelecek vaad eden 

çalışmaların da dahil olduğu çok sayıdaki araştırmaya rağmen halen kazanılamamıştır. 

Genel olarak dünya nüfusundaki yaşlanma ve artan risk faktörleri ile birlikte kanser 

prevelansı ve insidansı da artış göstermektedir. Kanserin 2015 yılında, dünya çapında 

8,7 milyon insanın ölümüne neden olduğu ve ölüm nedenleri arasında kardiyovasküler 

hastalıklardan sonra ikinci sırada yer aldığı görülmektedir. Dünya genelinde görülme 

sıklığı açısından bakıldığında meme kanseri, akciğer kanseri ve kolorektal kanserler 

ilk üç sırada yer alır (182). Bütün kanser türleri arasında kolorektal kanserler önemli 

derecede mortalite ve morbiditeye sahiptir. 2015 yılı dünya kanser verileri 

incelendiğinde 1,7 milyon insanın kolon kanserine yakalandığı, 832 bin kişinin ise bu 

hastalıktan dolayı hayatını kaybettiği görülmektedir. 1990’lı yılların ortasından 

başlayarak kolorektal kanser insidansı giderek artmakta ve 2035 yılı itibari ile bu artşın 

%80 oranında olması beklenmektedir (183). Dünya verilerine paralel olarak, 

ülkemizde de benzer bir tablo görülmektedir. 2014 yılı verilerine göre, ülkemizde hem 

kadın hem de erkeklerde en sık gözlenen kanser türleri arasında kolorektal kanserler 

üçüncü sırada yer almaktadır. Yine bu verilere göre kadınlarda ve erkeklerde özellikle 

50’li yaşlardan itibaren kolon kanseri görülme oranlarında hızlı bir artış görülmektedir 

(184). Bu tez çalışması da önemli bir sağlık sorununun tedavisinde kullanılabilecek, 

yeni ve doğal bir ajanı araştırmayı ve aynı zamanda bu patolojinin moleküler 

biyolojisini aydınlatacak verileri ortaya koymayı hedeflemektedir.  

Kolorektal kanser olgularının çoğu sporadiktir. Ancak %5-10’luk bir kısmında, 

bilinen birtakım kanser ilişkili gende mutasyonlara rastlanmaktadır. Bununla birlikte 

bu hastaların yaklaşık %25’inde kolorektal kanser ile ilişkili bir aile öyküsü 

bulunmaktadır (153). Günümüze kadar kolorektal kanser patogenezinde rol oynayan 

moleküler mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamıştır. Ancak normal kolon 

epitelinin önce adenoma, sonra da karsinoma dönüşümünde; kromozomal kararsızlık, 

mikrosatellit kararsızlığı ve epigenetik kararsızlık gibi üç farklı mekanizmanın etkili 

olabileceği düşünülmektedir. Bunlardan en sık görüleni kromozomal kararsızlıktır. Bu 

durum kromozomal anormalliklere neden olan çok sayıda yapısal değişiklik nedeniyle 

gerçekleşir. Sonuçta tümör baskılayıcı genlerde kayıp (APC, PTEN, TP53 gibi), temel 
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onkogenlerde (KRAS, NRAS, BRAF, PIK gibi) değişiklikler ve bazı önemli sinyal 

yolaklarında aktivasyon (Wnt/β katenin, TGF β, EGFR, MAPK, PI3K gibi) 

gözlenebilir. İkinci sıklıkta görülen mikrosatellit kararsızlığı ise DNA yanlış eşleşme 

onarım genlerinde meydana gelen mutasyonlar nedeni ile olur. Bu mutasyonlar 

sonucunda genom içerisinde yüzlerce defa tekrarlayan kısa diziler (mikrosatellit) 

birikir. Mikrosatellit kararsızlığı kalıtsal ya da sporadik bir zeminde gelişebilir. Son 

olarak epigenetik kararsızlıkta ise hücre genomunun metilasyon durumunda 

değişiklikler görülmektedir. Kanseröz olmayan hücre genomu promoter olmayan 

bölgelerde yaklaşık %80-85 oranında metillenmiş CpG adaları içermektedir. Aksine 

kanser hücrelerinde promoter olmayan alanlarda genel bir hipo metilasyon ve özellikle 

tümör baskılayıcı genlerin promoter alanlarında ise hiper metilasyon görülür (150).  

Sporadik olarak görülen kolon kanser vakalarında başlıca risk faktörleri; yaş, 

erkek cinsiyet, kolonik polip öyküsü ve çevresel faktörlerdir (fazla kırmızı et tüketimi, 

yüksek yağlı diyet, yetersiz lif alımı, obezite, sedanter yaşam tarzı, sigara, aşırı alkol 

tüketimi gibi). Kalıtsal vakalarda ise en sık Lynch sendromu olarak adlandırılan 

herediter non-polipozis kolorektal kanser ve daha az sıklıkta ailesel adenamatöz 

polipozis sendromu risk faktörü olarak karşımıza çıkmaktadır. Lynch sendromundan 

DNA yanlış eşleşme onarım genlerinde, sıklıkla da MSH2 ve MLH1 genlerinde 

meydana gelen kalıtsal mutasyonlar söz konusudur. Ailesel Adenomatöz Polipozis 

Sendrom’larında ise APC tümör baskılayıcı genlerinde kalıtsal mutasyonlar söz 

konusudur. Bu sendromları taşıyan bireylerde, normal bireyle kıyaslandığında 

kolorektal kanser gelişme riski yaklaşık iki-üç kat kadar artmaktadır (185).  

Kolon kanserinde tanı çoğunlukla çeşitli semptomlarla başvuran hastalarda 

yapılan incelemelerde veya kanser taraması sırasında konulmaktadır. Tıkayıcı ya da 

perfore edici kanser vakaları haricinde semptomların süresi prognoz ile ilişkili 

değildir. Çünkü erken evrelerde kolorektal kanserler çoğunlukla semptomatik değildir 

ve dışkılama alışkanlıklarında değişiklik, abdominal rahatsızlık hissi, nedeni 

bilinmeyen kilo kaybı, sürekli yorgunluk gibi görülen genel semptomların çoğu da 

özgül değildir. Bunlar haricinde fizik muayene sırasında palpe edilebilen bir kitle sağ 

kolon kanserlerinde görülebilir. Kanama çoğunlukla akut formda olup, dışkıya bulaşık 

kırmızı kan şeklinde görülmektedir. Ayrıca kronik olarak devam eden kanama ve buna 

bağlı olarak demir eksikliği anemisi de sıklıkla görülmektedir. Bu hastalar kronik 
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yorgunluk ve konjestif kalp yetmezliği semptomları ile başvurabilirler. Daha az 

oranlarda meydana gelen kanamalar ancak gaitada gizli kan testleri ile ortaya 

çıkarılabilir. İleoçekal valfin etkilendiği olgularda ise abdominal distansiyon ve 

kabızlık semptomları görülebilir. Lokal olarak yayılmış rektal tümörlerde ise 

tenesmus, üriner semptomlar ve perineal ağrı gözlenebilir (4).  

Kolorektal kanserlerin kesin tanısı semptomlardan şüphelenilen kişilere veya 

kanser taraması sırasında bulgu tespit edilen bireylere uygulanan kolonoskopi veya 

sigmoideskopi ve bu esnada şüpheli lezyonlardan alınan biyopsilerinin patolojik 

incelemesi sonucunda konulur. Bu yöntem ile kesin tanı koyulabilmesine karşın 

şüpheli olgularda öncelikle baryum enema grafisi, bir ön araştırma yöntemi olarak 

veya kolonoskopi yapılamayacak durumdaki hastalarda tanısal amaçlı uygulanabilir 

(185). Bunlar haricinde tanı amaçlı serolojik bir belirtecin geliştirilmesi konusunda 

çalışmalar yürütülmüş ancak, kolorektal kanserler için özgün bir belirteç 

bulunamamıştır. CEA bu çalışmalarda en çok üzerinde durulan belirteçlerden biridir. 

Asemptomatik hastalarda kolon kanserini tespit etme konusunda düşük bir özgünlüğe 

sahip olsa da özellikle hastalığın evrelemesinde ve tedavi sonrası takipte yararlıdır. 

Son çalışmalar karbonhidrat yapıda bir antijen olan CA19-9’un da özellikle 

preneoplastik ve erken neoplastik lezyonlar için önemli bir belirteç olabileceğini 

göstermektedir (4).  

Kolon kanserine yakalanan hastaların sağ kalım oranlarında son zamanlarda 

kısmi bir artış söz konusudur. Bu durum bir ölçüde erken tanı oranlarındaki artışa ve 

yeni geliştirilen tedavi yöntemlerinin başarısına bağlıdır. Ancak bu tabloya rağmen 

tanı alan hastaların 5 yıllık sağkalım oranları hala %60’ın altındadır. Mevcut risk 

faktörleri tanımlanmış olmasına rağmen tanı alan hastaların yaklaşık %75’inde ileri 

yaş haricinde belirgin bir risk faktörü tespit edilememektedir. Bu nedenle kolorektal 

kanserler için popülasyon taraması mortalite oranlarını düşürebilecek en önemli 

seçenek olarak görülmektedir (185). Tarama prosedürü gaitada gizli kan testi, 

sigmoideskopi, çift kontrast baryum enama grafisi ve kolonoskopi aracılığı ile 

gerçekleştirilebilir. Bu seçeneklerden biri 50 yaşın üstündeki asemptomatik bireylere 

önerilmelidir. Bunlar arasından hangisinin tercih edileceği kararı ise risk, maliyet ve 

etkinlik değerlendirmesi sonucunda verilmelidir. Örneğin total kolonoskopi tüm 

kolonu gözden geçirdiği ve şüpheli lezyonlardan biyopsi alma olanağını sağladığı için 
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daha avantajlı gözükmektedir, ama aynı zamanda oldukça invazif bir işlemdir. Gaita 

gizli kan taraması buna göre daha az efektif olabilir ama tarama amaçlı 

kullanılabilecek kadar az invazif bir testtir (5).  

Kolorektal kanser tedavisinde ilk tercih edilecek tedavi yöntemi cerrahi 

rezeksiyon ile primer tümör dokusunun çıkarılmasıdır. Çoğunlukla cerrahi yönteme ek 

olarak çeşitli tedavi seçenekleri hastalığın relapsını önleme ve sağ kalım sürelerini 

artırmaya yönelik olarak uygulanır. Hastalığın nüks etme ihtimali patolojik evreleme 

ile belirlenebilir. İyi bir cerrahi teknik ve doğru hasta seçimi sonucunda tek başına 

cerrahi uygulamayla başarılı sonuçlar elde etmek mümkündür. Metastatik ileri evre 

hastalarda ise çoğunlukla ilk tedavi seçeneği beklenen yaşam süresini ve yaşam 

kalitesini artırmak amacıyla kemoterapi uygulaması olmaktadır. Cerrahi tedavideki 

başarıyı ve bunun sonrasında sağkalımı belirleyen başlıca faktörler; rezeksiyon 

sınırlarının temizliği (mikrometastaz durumu), lenf nodlarının durumları ve organ dışı 

venöz invazyon durumudur. Bu nedenle çoğunlukla cerrahi sonrası radyoterapi 

uygulaması ile kalan tümör dokusu ve buradan kaynaklanacak nükslere karşı mücadele 

edilir. Çoğu durumda ileri evre hastalarda cerrahi sonrası ek tedavi veya cerrahi 

uygulanamayan hastalarda tek tedavi seçeneği olarak kemoterapi uygulaması 

yapılmaktadır (4, 5, 185). Günümüzde 5FU kolorektal kanser kemoterapisinde en sık 

kullanılan ajandır (186).  

5FU’in standart olarak kolorektal kanser tedavisinde kullanıldığı dönemden 

günümüze; kapesitabin, irinotekan ve oksaliplatin gibi yeni ajanlar geliştirilmiştir. 

Ancak tüm bu ajanlara rağmen tedavi başarısı hastada mevcut olan kanser hücrelerinin 

moleküler profiline bağlıdır. Örneğin, çeşitli hastalardan toplanan kolorektal kanser 

örneklerinin moleküler analizini içeren bir çalışma; 5FU temelli adjuvan 

kemoterapinin, özellikle yüksek oranda mikrosatellit kararsızlığı taşıyan hücrelerde 

daha etkili olduğunu ortaya koymaktadır. Bunun yanı sıra kemoterapideki etkinliği 

belirleyen diğer bir önemli faktör ilacın verildiği hastalarda toksisite düzeyini 

belirleyen farmako-genetik özelliklerdir. Örneğin dihidropirimidin dehidrogenaz 

geninde mutasyona sahip hastaların, 5FU tedavisinin ardından ciddi derecelerde 

toksisite bulguları gösterdikleri bilinmektedir (187). Bu nedenle sadece hastalığın 

tedavisinde kullanılabilecek yeni ajanların keşfi yeterli değildir. Buna ek olarak 

kanserin moleküler patogenezi hakkında daha fazla bilgiye ve kritik yolakları hedef 
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alabilecek yenilikçi moleküllerin keşfine ihtiyaç duyulmaktadır. Bu tez çalışmasında 

da kolon kanseri tedavisinde kullanılabilecek yeni bir potansiyel ajan araştırılırken, 

aynı zamanda bu ajanın kanser hücreleri üzerine olan etkileri moleküler ve genetik 

yolaklar üzerinden değerlendirilmiş; kolon kanserinin moleküler biyolojisini 

aydınlatmaya yönelik önemli veriler elde edilmiştir. 

Sentetik kemoterapotik ilaçların sebep oldukları yan etkiler ve bu yan etkilerin 

hastaların tedaviye katılımları üzerinde oluşturduğu olumsuz etkiler nedeniyle çeşitli 

doğal bileşikler ve fitokimyasallar, başta kolon kanseri olmak üzere birçok kanserin 

tedavisi için araştırılmaktadır. Bu amaçla kullanılacak ideal bir ajanda aranan başlıca 

özellikler; kanser hücreleri haricinde çok az toksik olması ya da hiç toksik etkilerinin 

olmaması, birçok mekanizmayı etkileyen yüksek etkinliğe sahip olması, oral kullanım 

seçeneğinin bulunması, etki mekanizmalarının büyük ölçüde bilinmesi, düşük 

maliyetli olması ve hastalar tarafından kabul edilebilir olmasıdır. Bunların da ötesinde 

çeşitli doğal bileşikler zaten binlerce yıldır kanser ve daha birçok hastalığın 

tedavisinde geleneksel tıp uygulamalarında kullanılmaktadır. Birçok çalışma doğal 

bileşiklerin; immün sistemi uyarıcı, antibakteriyal, antiviral, anti-hepatotoksik, anti-

ülser, anti-inflamatuvar, antioksidan, anti-mutajenik ve anti-kanserojen etkiler gibi çok 

geniş spektrumda biyolojik aktiviteleri olduğunu göstermektedir (188). Bu tez 

çalışmasında da kolon kanserinin mümkün olan en az yan etki potansiyeline sahip 

doğal bir bileşik ile tedavisini sağlayacak molekülün araştırılması hedefler arasında 

yer almaktadır. Bu nedenle bu çalışma güncel tedavi yaklaşımlarının ihtiyaçları ile 

uyumludur. Ayrıca belirlenen ajan (borik asit), literatür verilerine göre yan etki oranı 

düşük, oral olarak kullanılabilecek, düşük maliyetli ve hastalar tarafından kabul 

edilebilir olması ile de ideal bir kemoterapötik ajanın sahip olması gereken özellikleri 

taşıyan doğal bir bileşiktir. 

Özellikle son dönemde kemoterapi alanında kullanılmak üzere çeşitli bioaktif 

bor bileşikleri üzerindeki araştırmalar sürmektedir. Bor ve bileşikleri, kendilerini 

medikal alanda yararlı birer molekül haline getiren önemli özelliklere sahiptir. Dış 

yörüngesinde 3 elektron taşıyan bor, herhangi bir etkileşimde proton vermez, fakat 

hidroksil iyonlarını kabul eder ve bu nedenle zayıf bir Lewis asit özelliği gösterir. Hem 

metal hem de ametal karaktere sahip bir elementtir. Bor hidroksil grupları ile kimyasal 

reaksiyona girerek borat (B(OH)4
-) ve borik asit (H3BO3) yapılarını oluşturur. Bor, 
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çoğunlukla yüksüz zayıf bir asit olan borik asit formunda bulunur. Sahip olduğu 

özellikleri sayesinde bor hidroksil grubu içeren çeşitli metabolitler ve enzimler gibi 

organik moleküllerle kolaylıkla etkileşime girebilir, karbon atomuyla kovalent bağlar 

kurabilir ve hücresel süreçleri etkileyebilir (189).   

Bor ve borik asit bileşikleri oldukça yaygın ve kolayca hazırlanabilen sentetik 

organik bileşiklerdir. Bunların çoğu zaten doğada yaygın olarak bulunmaktadır ve 

günümüze kadar bunların kullanımlarını engelleyecek kadar toksik olduğunu bildiren 

bir çalışma olmamıştır. Bor, çoğunlukla borik asit formunda veya borat tuzları halinde 

toprakta bulunur ve bitkiler için esansiyel bir elementtir. Memelilerde borun herhangi 

bir spesifik biyolojik fonksiyonu henüz tanımlanmamıştır. Ancak diyetle alınan bor 

takviyesinin plazma steroid hormon düzeyini artırdığı, plazma lipid metabolitlerinde 

değişikliğe neden olduğu, kemik dayanıklılığını artırdığı bilinmektedir. Bunun dışında 

borun beyin fonksiyonları açısından gerekli olduğu yönünde veriler de bulunmaktadır 

(190).  

Bor günlük beslenme sürecinin bir parçası olarak içme suyundan ve 

besinlerden alınmaktadır. İnsan dokularında ve vücut sıvılarında bor; borik asit 

formunda (%98,4) bulunur. Çünkü borun emilebilmesi için barsaklarda öncelikle borik 

asit formuna dönüşmesi gerekmektedir (191). Bu nedenle bu tez çalışmasında borun 

plazmada bulunan formu olan borik asit ile çalışılması kararlaştırılmıştır. Bor 

gastrointestinal sistem epitelinden kolayca absorbe olabilmektedir. Bunun haricinde 

ağız, gözler, vajina ve anüs gibi mukozal membranlardan da absorbe olmaktadır. 

Vücuda alınan inorganik borun yaklaşık tamamı absorbe edilmektedir (192). Borun 

insandaki biyolojik fonksiyonları tam olarak bilinmediği için günlük alınması gereken 

bor miktarı da kesin olarak bilinmemektedir. Fakat dünya sağlık örgütü, tolere 

edilebilir alım miktarı olarak günlük 0,4 mg/kg borun herhangi bir sağlık riski 

taşımaycağını bildirmektedir (191). Bor, yoğun olarak idrar yoluyla atılır. Daha az 

oranlarda ise dışkı, safra, ter ve solunum yoluyla kaybedilir. Dokulardaki bor 

konsantrasyonları çeşitli mekanizmalarla belirli bir düzeyde tutulur. Bu 

mekanizmaların başında da idrar ile atılım gelmektedir. Bu nedenle yüksek doz bor 

alımı eğer renal bir problem yoksa plazma düzeylerini etkilememektedir (192). 

Hayvan deneyleri bor yokluğunda büyümede yavaşlama, serum steroid hormon 

konsantrasyonlarında azalma, plazma-organ kalsiyum ve magnezyum düzeylerinde 
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değişiklikler gözlendiğini ortaya koymaktadır. Bu durum da borun vücuttaki biyolojik 

süreçler üzerinde olumlu etkileri olduğunu kanıtlar niteliktedir. Dahası borun kemik 

oluşumunda vitamin D, kalsiyum ve magnezyum ile etkileşime girdiği; östrojen 

metabolizmasını etkilediği ve bilişsel fonksiyonlar üzerinde rol oynadığı bilinmektedir 

(191).  

Bor ve bileşikleri hayvanlarda, bitkilerde, hücre kültüründe çoğaltılan 

hücrelerde ve çeşitli kimyasal reaksiyonlarda yer alan birçok enzimin aktivitesini 

etkilemektedir. Bu enzimlerden bir kısmı enerji metabolizması, insülin salınımı ve 

bağışıklık sisteminde yer alan çeşitli yolaklarda düzenleyici fonksiyonlara sahiptir. 

Ayrıca, borun serin proteazların veya oksidoredüktazların rol oynadığı belirli 

yolakların kontrolünde gerekli olduğu bilinmektedir. Borun iv vitro çalışmalarda 

glikolitik enzim aktivitesini de inhibe edebildiği görülmüştür. NADPH 

metabolizmasını etkileyerek hücre membran dinamiklerinde değişikliklere neden 

olmakta ve böylece de insülin salınımını artırmaktadır. Ayrıca pentoz fosfat yolunun 

kilit enzimi olan glikoz 6 fosfat dehidrojenaz da borun inhibe ettiği önemli enzimler 

arasında yer alır. Borun diğer taraftan çeşitli enzimler üzerine olan etkiler ile 

hücrelerde oksidatif hasarı azalttığı ve hücre membranından iyon transportunu 

düzenlediğine yönelik veriler de bulunmaktadır (192).  

Borun fizyolojik aktivitesi sodyum bağlı borat ortak taşıyıcısı olarak da 

adlandırılan ve hücre içine bor taşıyan anyon taşıyıcısına bağlıdır. Fizyolojik pH 

düzeylerinde borik asit hücre içerisine pasif düfüzyonla geçer ve hücre içinde 

anyonlarına ayrılır. Ekstraselüler borik asit konsantrasyonunun yüksek olduğu 

durumlarda (1 mM’dan) hücre içine pasif difüzyonla geçen ve anyonlarına ayrılan bor 

miktarı artar ve hücre içi pH düzeyi düşer. Bu koşullarda önce hücresel süreçler inhibe 

olur ardından apoptoz gerçekleşir. Bu durum özellikle kanser hücrelerinde belirgin 

olarak gözlenir. Çünkü kanser hücrelerine kıyasla normal hücreler metabolik 

faaliyetlerinde daha az oranda bor kullanmaktadır. Bu nedenle bor ve bileşikleri çeşitli 

kanser tipleriyle savaşmak için oldukça yararlıdır. Bor, hücrelerde birçok farklı süreçte 

yer almaktadır. Örneğin bazen bir sinyal molekülü gibi fonksiyon görürken, diğer 

taraftan bazı enzimlerin kofaktörü olarak rol oynadığı, bazı reaksiyonlarda ise 

enzimatik olmayan kofaktör olarak yer aldığı, elektron transferini de içeren yapısal ve 
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fonksiyonel çeşitli süreçlere katıldığı ve hücre iskeleti yapısının devamlılığının 

sağlanması sürecine dahil olduğu bilinmektedir (189).  

Birçok çalışma, farklı kaynaklardan elde edilen doğal bileşiklerin çeşitli 

mekanizmalar aracılığı ile kolon kanser hücrelerinde başarılı bir şekilde hücre 

çoğalmasını inhibe ettiğini, hücre döngüsünde duraklamaya neden olduğunu ve pro 

apoptotik yolakları aktive ettiğini ortaya koymaktadır (193-205). Bu tez çalışmasında 

da; insan kolon kanser hücre hattı olan SW-480 hücreleri üzerine borik asitin etkileri 

araştıldı. Bu amaçla borik asit uygulamasının SW-480 hücrelerinde; hücre canlılığı ve 

proliferasyon düzeyleri üzerine olan etkileri bromodeoksiüridin (BrdU) yöntemi; 

apoptoz üzerine etkileri ise aktif kaspaz 3, AIF ve TUNEL metodu ile 

imünohistokimyasal olarak araştırıldı. Bu alanda yapılan çalışmalar incelendiğinde; bu 

tez çalışmasında kullanılan yöntemlerin, hücre proliferasyonu ve apoptoz üzerine 

yapılan araştırmalarda sıklıkla tercih edilen yöntemler olduğu görülmektedir. Bunlara 

ek olarak bu çalışmada farklı apoptotik yolaklarda yer alan çok sayıda genin borik asit 

etkisine bağlı olarak ekspresyon düzeylerindeki değişimleri ise qRT-PCR metodu ile 

incelenmiştir. Bu alanda bu tez çalışmasının kolon kanser hücreleri üzerine borik asitin 

etkilerini inceleyen ilk çalışma olduğu görülmektedir. Ayrıca bu tez çalışmasında, 

literatürde yer alan ve çeşitli etken maddelerin etkilerini sadece monolayer kültür 

ortamında araştıran çalışmalardan farklı olarak borik asitin SW-480 kolon kanser 

hücrelerinin hücre proliferasyonu ve apoptoz üzerine olan etkileri monolayer kültüre 

ek olarak, üç boyutlu kültür ortamında da incelemiş; monolayer kültürde uygulanan 

tüm deneyler üç boyutlu kültür ortamında da gerçekleştirilmiştir.  

Giderek artan sayıda anti-kanser ajanın, kanser tedavisi için araştırıldığı 

günümüzde; bu ajanlarla klinik deneylere başlamadan önce etkilerinin 

incelenebileceği model sistemler büyük önem taşımaktadır. Anti-kanserojen ajanların 

geliştirilmesinde kullanılan iki önemli sistem iki boyutlu (2B) ve üç boyutlu (3B) 

kanser kültürleridir. Hücrelerle yapılan ilk kültür çalışmaları dokulardan elde edilen 

3B parçalar yolu ile yapılmıştır. Ardından bu hücrelerin zemine tutunup 

çoğaldıklarının görülmesi ile 2B kültür sistemleri geliştirilmiştir. İlk defa 3B kültür 

fikri 1912 yılında Carrel tarafından ortaya atılmış Leighton tarafından geliştirilmiştir 

(206). 3B kültürler 2B kültürler ile kıyaslandığında önemli üstünlüklere sahiptir. 3B 

kültür ortamı, in vivo tümör çevresindekine benzer bir hücre-hücre etkileşimi 
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sağlamaktadır. Ayrıca 2B kültürde olmayan stromaya ve yapısal düzenlenime 

sahiptirler. Bu durum hem yapısal olarak hem de transport gradiyenti açısından in vivo 

tümör mikroçevresini en iyi taklit eden in vitro sistemdir. Dahası 3B kültürde hücreler 

doğal ortamlardakine benzer hücre morfolojisi ve hücre kutuplaşması gösterir. 2B 

kültürlerde hücreler düz bir yüzey üzerinde tek tabakalı bir yapıda, tümörün yaşayan 

bir organizmada sahip olduğu hücre-hücre ve hücre-matriks etkileşimlerinden 

yoksundur. Ayrıca burada hücreler ortam koşulları nedeniyle gerçekte sahip 

olmadıkları bir hücre iskeleti düzenlenimi oluştururlar. Bu durum ise anormal gen ve 

protein ekspresyonlarına neden olur. Buna karşılık 3B kültür sistemleri kanser 

hücrelerinin tek başlarına veya başka hücre tipleri ile birlikte hücre-hücre ve hücre-

matriks etkileşimlerinde bulunabilmesine olanak sağlar. Bu etkileşimler sayesinde 

hücreler in vivo koşullardakine benzer şekilde morfolojik ve hücresel karakteristikler 

sergiler (207).  

Bor ve bileşiklerinin kanser tedavisinde kullanılabilir bir ajan olabileceğine 

dair hipotezlerin ilk olarak bazı epidemiyolojik çalışmaların sonucunda ortaya çıktığı 

görülmektedir. Bu epidemiyolojik veriler sonrasında bor üzerine yoğunlaşan 

araştırmalar, borun bir antikanser ajan olarak sahip olduğu önemli özellikleri 

tanımlamaya başlamıştır. Bu açıdan bor ve bileşiklerinin kanser tedavisinde 

kullanılabilirliğini araştırmaya yönelik yapılan çalışmaları iki grup altında toplamak 

mümkündür. Bunlardan ilk grup; epidemiyolojik çalışmalar olup bor maruziyeti ve 

farklı kanser türlerinin sıklığı arasındaki ilişkiyi incelemişlerdir. Diğer grupta yer alan 

çalışmalar ise hücre kültürü veya deney hayvanları üzerindeki çalışmalar ile bor ve 

bileşiklerinin farklı kanser türleri üzerine olan etkilerini incelemişlerdir.  

Bor madeni işçilerinde prostat kanserinin daha az sıklıkta görülüyor olması, 

bor ve bileşikleri üzerine epidemiyolojik çalışmaların çıkış noktasını oluşturmuştur. 

Cui ve ark. bu ilişkiyi Amerika Birleşik Devletleri 3. Ulusal Sağlık ve Beslenme 

Araştırmaları anketinden elde edilen verilerin incelendiği bir kesitsel vaka kontrol 

çalışması ile araştırmışlardır. Bu araştırmaya 17 yaşından büyük toplam 9401 erkek 

kabul edilmiştir. Bunlardan prostat kanseri olan 95’i deney grubunu, kanser taşımayan 

8720 erkek ise kontrol grubunu oluşturmuştur. Deney grubunda 76, kontrol grubunda 

ise 7450 bireyin diyetlerinde bor maruziyeti olduğu değerlendirilmiştir. Yaş, ırk, 

eğitim durumu, sigara kullanımı, vücut kütle indeksi, diyetle alınan kalori ve alkol 
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miktarları kontrol edildikten sonra prostat kanseri olan bireylerde bor alımının daha az 

olduğu görülmüştür. Ardından alınan bor miktarına göre yapılan analizler, diyetle 

alınan bor miktarındaki artışın doz bağımlı bir şekilde prostat kanser riskini azalttığını 

göstermiştir (208).  

Korkmaz ve ark. ise Türkiye’deki zengin bor içeriğine sahip bölgelerden biri 

olan Balıkesir ve çevresindeki yerleşim yerlerinde yaşayan 1059 kadın üzerinde, bor 

maruziyeti ve servikal kanser insidansını araştırmışlardır (209). Bu çalışmaya dahil 

edilen bireyler; yaşadıkları bölgedeki içme suyu bor miktarına göre iki gruba 

ayrılmıştır. 472 bireyin yüksek oranda bor ihtiva eden bölgede, 587 bireyin ise düşük 

oranda bor ihtiva eden bölgede yaşadığı tespit edilmiştir. Yüksek oranda bor içeren 

içme suyu bulunan bölgede günlük alınan ortalama bor miktarının 8,41 mg olduğu, 

düşük oranda bor içeren içme suyuna sahip bölgede ise günlük ortalama 1,26 mg bor 

alındığı tespit edilmiştir. Bu bireylerden servikal smear alınmış ve örnekler servikal 

kanser bulguları açısından değerlendirilmiştir. Bu değerlendirme sonucunda yüksek 

bor bölgesinde yaşayan hiçbir bireyde servikal patolojiye rastlanmamış, ancak düşük 

bor bölgesindeki 15 bireyde servikal kansere ait sitopatolojik bulgular görülmüştür. 

Bu sonuçlar içme suyu ile alınan borun servikal kanser ilişkili sitopatolojik bulgu 

insidansını azalttığını göstermektedir (209).  

Mahabir ve ark. yeni akciğer kanseri tanısı almış 736 kadını ve herhangi bir 

kanser öyküsü bulunmayan 838 sağlıklı kadını içeren vaka-kontrol çalışmasında 

diyetle bor alımının akciğer kanseri üzerine olan etkilerini incelemişlerdir (210). Bu 

çalışma sonucunda bor alımındaki azalma ile akciğer kanser sıklığında artış arasında 

anlamlı bir ilişki görülmüştür. Diyetle alınan borun akciğer kanserinden hangi 

mekanizma ile koruma sağladığı kesin olarak bilinmemekle birlikte, bu durumun 

borun sahip olduğu antioksidan ve anti-inflamatuvar etkiler ile ilişkili olabileceği 

düşünülmüştür (210).  

Borik asitin kanser hücreleri üzerine olan etkilerini inceleyen deneysel 

çalışmalarda başta prostat kanseri olmak üzere; meme kanseri, melanom ve karsinom 

hücreleri üzerine yoğunlaştıkları görülmektedir. Bazı araştırmacıların sadece hücre 

kültürü veya deney hayvanları çalışmasını tercih ederken, bunlardan bazılarının ise her 

iki yöntemi birlikte kullandıkları görülmektedir. 
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Gallardo ve ark. immun sistemi baskılanmış farelere; kültür ortamında 

çoğalttıkları ve daha sonra matrigel ile bir araya getirdikleri LNCaP prostat kanser 

hücrelerini cilt altına enjekte etmişlerdir. Ardından borik asitin tümör doku gelişimi 

üzerine etkilerini incelemek üzere hayvanlara yaklaşık 70 gün boyunca belirli dozlarda 

(en az 1,7 mg/kg- en çok 10,3 mg/kg) borik asit içeren içme suyu ile gavaj 

uygulamışlardır. Takip sırasında tümör boyutları değerlendirilmiş deney sonunda ise 

tümör dokularının histopatolojik incelemeleri yapılmıştır. Buna göre tümör dokusu 

büyüklüğü açısından kontrol grubu ve deney grubu (borik asit uygulanan grup) 

arasında belirgin bir fark olduğu tespit edilmiştir. Borik asit, hayvanlara tümör 

dokusunun naklinden önce de verilmeye başlanmasına rağmen kanser hücreleri 

tutunmuş; ancak, borik asit uygulanan grupta bu hücrelerin büyüme hızı ve tümörün 

morfolojisi belirgin derecede etkilenmiştir. Borik asit alan gruplarda tümör hacmi 

kontrol grubuna göre daha düşük bulunmuştur. Ayrıca bu tümörlerin kontrol grubuna 

kıyasla daha az agresif olduğunu gösteren morfolojik bulgulara da rastlanmıştır. 

Histopatolojik incelemelerde; hücre proliferasyonunun bir göstergesi sayılan mitotik 

figürlere borik asit grubunda daha az oranda rastlanmış ve hücre çoğalmasının 

olumsuz yönde etkilendiği görülmüştür. Kontrol grubundan elde edilen tümörlerde 

hücrelerin daha sıkı paketlendiği ve çok sayıda damarsal yapı içerdiği; oysa borik asit 

grubundan elde edilen tümörlerin boyut olarak daha küçük olmasının yanı sıra 

hücrelerin daha gevşek paketlenmiş olduğu ve geniş nekrotik alanlar içerdiği tespit 

edilmiştir (173).  

Borik asitin prostat kanser hücreleri üzerine etkilerini araştıran bir başka 

çalışmada ise DU-145, LNCaP ve PC-3 hücre hatları kullanılmıştır. Bu hücreler 8 gün 

boyunca borik asit (0-1000 μM) içeren medyum ile takip edilmiştir. Takip sonunda ise 

hücreler proliferasyon, hücre döngüsü, apoptoz ve mitokondriyal aktivasyon açısından 

değerlendirilmiştir. Tüm kanser hücre hatlarında doz bağımlı bir şekilde borik asit 

uygulamasının hücre proliferasyonunu belirgin şekilde azalttığı gözlenmiştir. Bunlar 

arasında borik asite en duyarlı olduğu görülen DU-145 hücreleri; propidiyum iyodid 

DNA boyaması ile akım sitometrik incelemeye alınarak hücre döngüsü analizi 

yapılmıştır. Bu analizde hücre döngüsünde belirgin bir sapma tespit edilememiştir. 

Yine Western blot analizinde de kaspaz 3 tespit edilememiştir. Ayrıca DNA 

fragmantasyon analizinde hücrelerde herhangi bir fragmantasyon bulgusuna da 
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rastlanmamıştır. Borik asitin hücre proliferasyonunu azaltması ancak buna karşılık 

hücre döngsünde bir sapmaya neden olmaması; bu etkinin apoptozdan bağımsız bir 

mekanizma ile gerçekleştiği görüşünü ortaya çıkarmıştır. Çünkü apoptoz varlığında 

mutlaka hücre döngüsünde bir sapmaya rastlanmaktadır. Ayrıca bu durum Western 

blot analizinde kaspaz 3’ün tespit edilememesi ve DNA fragmantasyon analizinde 

herhangi bir bulguya rastlanılmaması ile de desteklenmektedir (165).  

Barranco ve ark. yukarıdaki çalışmanın devamı niteliğindeki başka bir 

çalışmalarında ise borik asitin DU-145 hücreleri üzerine etkilerini; hücre morfolojisi 

değişiklikleri ve proliferasyon, hücresel yaşlanma, motilite, metastazın moleküler 

belirteçleri açısından incelemişlerdir (168). Bu amaçla, hücreler 8 gün süreyle değişen 

konsantrasyonlarda (0-1000 μM) borik asit içeren medyum ile takip edilmiştir. 

Ardından hücreler morfolojik değerlendirme amacıyla akım sitometri analizine 

sokulmuştur. Bu araştırma sonucunda doz bağımlı bir şekilde borik asit etkisiyle 

hücresel granülaritede artış ve hücre boyutlarında bir azalma tespit edilmiştir. Hücresel 

boyutlardaki azalma ve hücre şeklinde meydana gelen yapısal değişiklikler, hücrelerin 

çoğalma yetilerinde kayıpla ilişkilendirilmiştir. Hücrelerde β-galaktosidaz aktivitesi 

hücresel yaşlanmanın bir belirtici olarak kabul edilmektedir. DU-145 hücrelerinde de 

borik asit uygulaması sonrasında bu enzim düzeyleri araştırılmıştır. Borik asitin 

hücrelerde β-galaktosidaz enzim aktivitesini doz bağımlı bir şekilde artırdığı yani 

hücresel yaşlanmaya benzer özellikler kazandırdığı görülmüştür. Ayrıca hücresel 

proliferasyon durumunun tespiti için hücrelerdeki siklin A, B1, C, D1, E ve MAPK 

sinyal yolağının fosforillenmiş aracı proteini MEK düzeyleri Western blot analizi ile 

incelenmiştir. Borik asitin herbiri hücre döngüsünde önemli roller üstlenen bu 

siklinlerin ekspresyonunu ve fosforile MEK düzeylerini doz bağımlı bir şekilde 

azalttığı görülmüştür. Normalde Ras/Raf yolağında fosforile olan MEK nükleusa 

geçmekte ve burada hücre çoğalmasını uyarıcı genlerin transkripsiyon faktörlerini 

aktive etmektedir. Borik asitin DU-145 hücrelerinde çoğalmayı baskılayıcı etkisine 

aracılık eden mekanizmalardan birinin de bu nedenle fosforile MEK düzeylerindeki 

azalma ile ilişkili olabileceği düşünülmüştür. Borik asitin prostat kanser hücrelerinde; 

hücre iskeleti, tutunma ve migrasyon üzerine olan etkileri de bu çalışmada 

incelenmiştir. Bunun sonucunda borik asitin doz bağımlı bir şekilde filopod gibi 

hücresel uzantılar ile hücre içi bağlantıyı sağlayan F-aktin filamentlerini azalttığı 
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immünohistokimyasal olarak gösterilmiştir. Bu durum, hücre iskeletindeki yapısal 

değişiklik ve hücre migrasyonundaki azalmanın göstergesi olarak yorumlanmıştır. 

Ayrıca tutunma deneylerinde de hücre tutunma kabiliyetinde doz bağımlı bir azalma 

görülmüştür (168).  

Barranco ve ark. Texas Kanser Merkezindeki postat kanser insidans ve 

mortalite bilgilerini bölgedeki içme suyu bor oranları ile birlikte değerlendirmişler ve 

içme suyu bor oranları ile prostat kanser insidansı arasında bir azalma tespit etmişlerdir 

(211). Bu epidemiyolojik çalışmanın ardından DU-145 prostat kanser hücrelerinde 

borik asitin hücre proliferasyonu üzerine ve hücrelerin iyonize radyosyana cevapları 

üzerine olan etkileri incelemişlerdir. Bu amaçla hücreler değişen dozlarda (0-500 μM) 

borik asit ile 8 gün muamele edilmiş ve ardından hücre proliferasyonunda azalma ve 

iyonize radyasyona karşı duyarlılıkta artış gözlenmiştir. Ayrıca, Western blot 

analizinde BCL-2 protein ekspresyonlarında doz bağımlı bir azalma olduğu tespit 

edilmiştir. Bir anti-apoptotik protein olan BCL-2’nin kanser hücrelerindeki 

radyoterapi direncinden sorumlu olduğu bilinmektedir. Borik asitin bir taraftan BCL-

2 düzeylerini azaltırken, diğer taraftan kanser hücrelerinde radyasyona duyarlılığı 

artırması bu etkinin BCL-2 haricindeki farklı bir yolak üzerinden gerçekleştirdiği 

görüşünü ortaya çıkarmıştır. Hatta hücrelerin BCL-2 antisense oligonükleotitlerle 

muamele edildiği durumlarda bile borik asitin hücre ölümü olmasa da proliferasyonu 

baskılaması bu görüşü destekler niteliktedir (211).   

McAuley ve ark. da DU-145 prostat kanseri hücre hatları ile yaptıkları 

çalışmada borik asitin hücre proliferasyonu, hücresel yaşlanma ve apoptoz üzerine 

etkisi konusunda daha önce yapılan çalışmalarla uyumlu bulgular elde etmişlerdir 

(174). Bunun yanı sıra immünflorosan boyama sonucu borik asitin kanser hücrelerinde 

morfolojik değişikliklere ve primer olarak hücre iskeletindeki aktinleri hedef alarak 

onların polimerizasyonuna neden olduğunu göstermişlerdir. Bu etkiye ait 

mekanizmaları ortaya çıkarmak için yaptıkları qRT-PCR çalışmasında ise borik asit 

nedeniyle kanser hücrelerinde RhoA, Rac1 ve Cd42 gibi hücre iskeleti yapısındaki 

aktinlerin aktivitelerini düzenleyen protein düzeylerinde bir azalmaya neden olduğu 

görülmüştür (174).  
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Borik asitin prostat kanser hücreleri üzerine olan etkilerinin moleküler 

mekanizmalarını aydınlatmaya yönelik bir çalışmada ise; borik asitin doz ve zaman 

bağımlı olarak endoplazmik retikulum (ER) yapısında ve sitoplazmik yapılarda 

değişikliğe neden olduğu görülmüştür. DU-145 prostat kanser hücreleri ile yürütülen 

bu çalışmada, değişen dozlarda (10-250 µM) uygulanan borik asitin 24 saat sonunda 

doz bağımlı bir şekilde ER hacminde, sitoplazmik granülaritede ve sitoplazmik vakuol 

oluşumunda artışa neden olduğu elektron mikroskobik olarak gösterilmiştir. Ayrıca, 

immün blot analizlerde eIF2α fosforilasyonunda borik asit uygulaması sonrası belirgin 

bir artış gözlenmiştir. Bilindiği üzere, hücreler çevresel değişikliklere uyum 

sağlayabilmek adına genetik ifadelenmeyi yeniden programlamaktadır. Buna aracılık 

eden mekanizmalardan biri de içerisinde eIF2α’nin de yer aldığı eIF2-GTP-tRNAiMet 

sistemidir. Bu sistem translasyonun ve protein sentezinin başlayabilmesi için başlatıcı 

metiyonini mRNA’nın ilk kodonuna yerleştirmektedir. eIF2α’nin fosforilasyonu ise 

bu kompleksin oluşumu ve dolayısıyla genel bir translasyonu inhibe etmektedir. Bu 

durumda ortaya çıkan kusurlu başlatıcı kompleksler ise sitoplazmik sters granülleri 

haline dönüşmektedir. Yapılan akım sitometirk incelemelerde ise 50 µM dozda, 24 

saatlik maruziyetin hücrelerin hücre döngüsü üzerinde çok az etkili olduklarını ve 

apoptotik hücre ölümüne neden olmadıkları görülmüştür (12).  

DU-145 ve LNCaP prostat kanser hücre hatları ile gerçekleştirilen bir başka 

çalışmada ise borik asit uygulamasının hem mekanik olarak hem de kimyasal olarak 

uyarılan ER’dan Ca+2 salınımını farklı düzeylerde bloke ettiği görülmüştür. Ca+2 sinyal 

mekanizmasının hücrelerin çevresel koşullara uyum sağlamada önemli olduğu 

bilinmektedir. ER’dan depolanmış haldeki Ca+2 iyonlarının sitoplazmaya serbest 

bırakılmasının ardından Ca+2 iyonları hızlı bir şekilde ve geçici olarak kalsiyum 

bağlayıcı proteinler olarak bilinen proteinlere bağlanırlar. Bu proteinler ise çeşitli 

hücresel süreçlerde rol oynayan düzenleyici proteinlerdir. Bu süreçlerden en önemlisi 

ise hücre proliferasyonunun düzenlenmesidir. Örneğin troponin C, kalmodulin, 

anneksin II ve kalpain gibi kalsiyum bağlayıcı proteinler hücre döngüsünün 

ilerleyişinin düzenlenmesinde aracı görevler üstlenmektedir. Bu çalışmada kanser 

hücreleri farklı konsantrasyonlarda (100-1000 µM) borik asit ile 8 gün muamele 

edilmiştir. Ardından immunfloresan yöntemlerle, hem kimyasal olarak hem de 

mekanik olarak uyarılan ER’dan Ca+2 serbestleşmesinin engellendiği ve Ca+2 içeren 
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veziküllerin hücre periferinde biriktiği tespit edilmiştir (212). Henderson ve ark. da 

benzer şekilde borik asitin prostat kanser hücrlerinde Ca+2 hareketleri üzerine olan 

etkilerini DU-145 ve LNCaP hücre hatları üzerinde incelemişlerdir (213). Borik asitin 

bu hücrelerde hücre proliferasyonunu baskıladığı ve reseptör aracılı depolanmış 

kalsiyumun salınımını inhibe ettiği görülmüştür. Özellikle kalsiyum bağlayıcı 

proteinlerin transkripsiyon, hücre çoğalması, vezikül sekresyonu ve apoptoz süreçleri 

üzerindeki etkilerine vurgu yapan araştırmacılar; borik asitin doz bağımlı bir şekilde 

hücresel depolardan Ca+2 salınımını engellemesi sonucu oluşan etkinin çeşitli 

yolaklardaki mekanizmalar üzerinden tümör karşıtı etkiler oluşturabileceğini 

belirtmişlerdir (213).  

Bradke ve ark. ise borik asitin etkilerini hem Du-145 ve PC-3 prostat kanser 

hücre hatlarında hem de ZR-75-1 meme kanser hücre hatlarında araştırmıştır (11). Bu 

çalışmada farklı dozlarda uygulanan borik asitin (100-1000 µM) özellikle yüksek 

dozda DU-145 hücrelerinde hücre migrasyonunu engellediği görülmüştür. Ancak 

kemotaktik hücre migrasyonu üzerine herhangi bir etkisi saptanamamıştır. Ayrıca bu 

hücrelerin fibronektine tutunma kabiliyetleri üzerinde de herhangi bir etkisi olmadığı 

gösterilmiştir. MTT (3-[4,5-Dimetiltiazol-2-yl]-2,5-Difeniltetrazolyum Bromür) ile 

hücre canlılık analizlerinde ise ilk 24 satte borik asitin hücreler üzerinde tespit 

edilebilir bir etkisi olmadığı, 8 günün sonunda ise hem prostat hem de meme kanseri 

hücrelerinde hücre canlılığında belirgin bir azalma olduğu gözlenmiştir. Akım 

sitometrik incelemeler ise borik asitin ilgili dozlarında ve bu kanser hücreleri üzerinde 

hücre döngüsüne etki etmediğini ortaya koymuştur (11). 

MDA-MB-231 meme kanser hücreleri ile yapılan bir çalışmada ise borik asitin 

ve fruktoboratın kanser hücreleri üzerine olan etkileri karşılaştırmalı olarak 

incelenmiştir. Değişen dozlarda uygulanan borik asit ve fruktoboratın (0,45–22,5 mM) 

24 saat sonunda hücrelerin canlılığı üzerine olan etkileri MTT ile incelenmiştir. Her 

iki molekülün de doz bağımlı bir şekilde sitotoksik etki gösterdiği tespit edilmiştir. 

Birçok sitotoksik ajan, kemoterapötik olarak kanser tedavisinde apoptotik 

programdaki kilit unsurları aktive ederek etki göstermektedir. Buradan hareketle 

araştırmacılar borik asitin ve fruktoboratın apoptotik etkilerini TUNEL metodu ile 

araştırmışlar; borik asitin daha az olmakla beraber her iki molekülün de apoptoz 

üzerine etki ettiğini göstermişlerdir. Bilindiği üzere hücre ölüm yolağında en önemli 
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kontrol noktası pro-apoptotik ve anti-apoptotik BCL-2 ailesi üyeleri arasındaki 

orandır. BCL-2 proteinleri düzeyinde, Western blot analizi fuktoborat ile BCL-2 

ekspresyonlarının azaldığı ancak borik asitin herhangi bir etkisi olmadığını 

göstermiştir. Mitokondriyal apoptotik yolakta mitokondriyal membranlar arası 

boşluktan salınan sitokrom-c’nin ELISA ile ölçülmesi sonucunda ise fruktoboratın 

sitoplazmik sitokrom c düzeylerini artırırken bu dozlarda borik asitin belirgin bir etkisi 

olmadığı görülmüştür. Ancak, her iki apoptotik yolağında birleştiği son aşamada 

görevli kaspaz 3 üzerine yapılan incelemeler hem borik asitin hem de fruktoboratın 

kaspaz 3 aktivasyonunu artırdığını göstermektedir. Western blot analizi de henüz 

aktive olmamış yeni sentezlenen pro-kaspaz 3 düzeylerinin de arttığını ortaya 

koymaktadır (13).  

Acerbo ve ark. SK-MEL28 insan melanom hücre hatları üzerine dört farklı 

borik asit dozunun (5, 12.5, 25, 50 mM) altı farklı zaman biriminde (1, 2, 3, 5, 7, 10 

gün) etkilerini incelemişlerdir (14). Bu çalışmada tripan mavisi boyama yöntemi ile 

hücre canlılığı araştırılmış; doz ve zaman bağımlı bir şekilde borik asitin hücre 

canlılığını azalttığı görülmüştür. Aynı süreçte hücre boyutlarının mikroskobik 

incelemeleri ilk 24 saat gibi erken dönemlerde hücresel boyutlarda herhangi bir 

değişiklik ortaya koymazken, takip eden günlerde doz bağımlı bir şekilde hücre 

hacimlerinde artış gözlenmiştir. Hücrelerin biyokimyasal içeriklerinin analizi için ise 

FTIR (Fourier Transform InfaRed Imaging) yöntemi uygulanmıştır. Bu yöntemden 

elde edilen sonuçlara göre borik asitin melanom hücrelerinin kimyasal bileşimini 

etkilediği görülmektedir. Düşük dozlarda borik asit konsantrasyonlarına maruz kalan 

hücrelerde; nükleik asit/protein oranında bir artış gözlenmektedir. Bu durum ise 

hücrelerin aktif olarak çoğalmakta olduklarını göstermektedir ve bu durum hücre 

canlılık analizleri ile de uyumludur. Yüksek dozda borik asit uygulanan gruplarda ise 

nükleik asit/protein oranı zamanla düşmekte ve bu durum hücrelerin proliferasyon 

yeteneklerini kaybettiklerine işaret etmektedir. Dahası burada apoptozun varlığını 

kanıtlayan amid I spektral kayma ve β tabaka komponentinin yükselmesi gibi FTIR 

bulguları gözlenmektedir (14).  

Carper ve ark. borik asitin etkilerini hem DU-145 ve PC-3 prostat kanser hücre 

hatlarında, hem de ZK-75-1 ve SK-BR-3 meme kanser hücre hatlarında 

incelemişlerdir. Borik asitin adı geçen tüm kanser hücrelerinde büyümeyi inhibe ettiği 
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görülmüştür. Ayrıca borik asitin doz bağımlı bir şekilde kanser hücrelerinde zeminden 

ve birbirlerinden ayrılmaya neden olduğu görülmüş, ardından yapılan akım sitometrik 

inceleme ile bu hücrelerin apoptoza gittiği gözlenmiştir. Apoptotik süreç kaspaz 3 

çalışmasıyla da ayrıca onaylanmıştır. Hücrelerin tutunma kabiliyetlerinin integrin adı 

verilen proteinlerce kontrol ediliyor olması nedeniyle araştırmacılar; bu hücrelerde 

borik asitin integrinlere bağlanarak tutunma kaybına ve apoptoza neden olduğunu 

düşünmüştür (214). Bu çalışmanın devamında araştırmacılar DU-145 prostat kanser 

hücreleri üzerine incelemelerini yoğunlaştırmışlardır. Burada daha önceki çalışmalarla 

uyumlu olarak üç günlük borik asit maruziyetinin doz bağımlı bir şekilde hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği tespit edilmiştir. Ayrıca akım sitometrik incelemede 

borik asitin; hücrelerde, hücre döngüsünün S fazında duraklamaya neden olduğu 

görülmüştür. Apoptozun varlığı anneksin V yönetmiyle ve floresan görüntüleme ile de 

onaylanırken; burada mitokondriyal yolağının aktive olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca 

yapılan immunohistokimyasal çalışmalar kaspaz 3 aktivasyonunu göstermektedir 

(215). Bazı meme kanseri hücre hatları ile yapılan başka bir çalışmada ise borik asitin 

çalışılan tüm hücre hatlarında olmasa da birçok hücre hattında östrojen reseptör 

aktivitesinden bağımsız olarak apoptozu uyarmadığı görülmektedir. Çalışmaya dahil 

edilen östrojen reseptör negatif meme kanseri hatları olan MD-MB-231 ve MDA-MB-

435 hücrelerine uygulanan 1 mM borik asit herhangi bir büyüme inhibisyonu 

yapmamıştır. Buna karşılık östrojen reseptörü pozitif ZR-75-1 ve östrojen reseptörü 

negatif SK-BR-3 hücrelerinde hücre çoğalmasında baskılama tespit edilmiştir. İleri 

araştırma amacıyla yapılan akım sitometrik incelemede bu hücrelerin apoptoza 

gitmekte oldukları görülmüşütr. Hücrelerin apoptotik durumları floresan mikroskobik 

inceleme ile de desteklenmiştir (216).  

Borik asitin sahip olduğu farklı etki mekanizmaları gün geçtikçe ortaya 

çıkarılmaktadır. Örneğin Renzo ve ark., borik asitin histon deasetilaz enzimini inhibe 

ettiğini çalışmalarında ortaya çıkarmışlardır (176). Bilindiği üzere histon deasetilaz 

nükleozom düzenlenimini değiştirerek gen ekspresyon durumunu değiştirebilir. 

Histonların asetilasyon durumlarını etkileyen histon deasetilaz inhibitörü gibi ilaçlar; 

hücrelerde terminal farklılaşmayı uyararak hücre büyümesini baskılayabilirler ve 

böylelikle kanser gelişimini engelleyebilirler. Farklı kimyasal sınıflardan histon 

deasetilaz inhibisyon özelliğine sahip bazı moleküller günümüzde malign hastalıkların 
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tedavisinde kullanılmaktadır (176). Günümüzde kutanöz T-hücreli lenfomada histon 

deasetilaz inhibitörü kullanımı yasal olarak onay almış durumdadır. Lenfoma, lösemi 

ve bazı solid tümörlerde ise farklı histon deasetilaz enzimleri ile klinik çalışmalar 

sürmektedir (217). Bu bakımdan borik asitin sahip olduğu histon deasetilaz inhibitör 

özelliği de kanser tedavisinde kemoterapötik olarak önemli bir ajan olduğunu destekler 

niteliktedir (176).    

Literatürde yer alan araştırmalara bakıldığında birbirinden farklı cevapların 

ortaya çıktığı görülmektedir. Bu farklılıkların çalışılan hücrede borun çekirdeğe kadar 

mı ulaştığı yoksa hücresel membranlarda mı bağlı kaldığı durumlara bağlı olarak 

ortaya çıktığı düşünülmektedir. Bu açıdan borik asit bazı hücre türlerinde hücrelerin 

proliferasyonunu baskılarken, bazı hücre türlerinde ise sitotoksik etkilere ve apoptoza 

da neden olmaktadır. Bu durum, bir taraftan da borik asitin biyokimyasal özelliği ile 

de ilişkilidir (167).  

Bu tez çalışmasında borik asitin SW-480 kolon kanser hücreleri üzerine 

etkilerini hem iki boyutlu hem de üç boyutlu kültür ortamlarında incelenmiştir. 

Çalışma öncesi yaptılan doz belirleme deneyi için literatürde yer alan çalışmalar 

incelendiğinde çok farklı doz aralıklarının kullanıldığı görülmektedir. Örneğin prostat 

kanser hücreleri ile yürütülen çalışmaların çoğunda borik asitin 1000 µM’a kadar olan 

farklı doz aralıkları kullanılmıştır (165, 168). Yine prostat kanseri ile yapılan bir 

çalışma da ise en yüksek doz olarak 250 µM; başka bir çalışmada ise 500 µM olarak 

bildirilmiştir (12, 211). Meme kanseri hücreleri ile yapılan bir çalışmada en yüksek 

doz 22,5 mM olarak, melanom hücre hatları ile yapılan başka bir çalışmada ise 50 mM 

olarak belirtilmiştir (13, 14). Doz belirleme deneyi için SW-480 hücre hattının 

moleküler özellikleri literatür verileri ışığında değerlendirildiğinde; bu hücrelerin 

yüksek proliferasyon özelliğine sahip olduklarını ve genetik olarak çok sayıda 

mutasyon taşıdıkları görüldü. Bu nedenle doz aralıkları; 10, 12,5, 25, 50, 75, 100 mM 

olarak belirlendi. 24, 48 ve 72. saatler sonunda yapılan hücre sayımları 

değerlendirildiğinde inhibisyon 50 (IC50) dozu 75 mM olarak tespit edildi ve 

deneylerde bu doz esas alındı. Farklı hücre hatlarında aynı ajan için etkin dozların 

farklı olmasının nedeni, kanser hücrelerinin sahip olduğu moleküler biyolojik 

özellikler arasındaki farklılıklarla ilişkili olabileceği şeklinde yorumlandı. 
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Kanser ve apoptoz arasındaki ilişkinin araştırıldığı çalışmaların sayısının arttığı 

ve kanser hücrelerinde apoptozu uyarıcı moleküllerin geliştirilmeye çalışıldığı 

günümüzde apoptozun etkili bir şekilde tespit edilebilmesi de büyük önem 

taşımaktadır. Apoptoz; hücre canlılığının belirlenmesi, morfolojik inceleme, plazma 

membran değişikliklerinin, sitoplazmik değişikliklerin, mitokondriyal değişikliklerin 

ve çekirdek değişikliklerinin tespiti gibi farklı yöntemlerle belirlenebilir. Ancak 

apoptoz araştırmalarındaki biyokimyasal ve moleküler gelişmelere rağmen 

mikroskobik inceleme altın standart tanı yöntemidir (89). En basit şekilde bir ışık 

mikroskopu ile apoptozun özgün morfolojik bulguları kolaylıkla tespit edilebilir. Ne 

zaman ve nasıl gerçekleştiğinden bağımsız olarak apoptoz bir hücre ölümüdür ve 

apoptoza giden bir hücrede canlılık belirteçleri olan metabolizma yetenekleri ve ayrıca 

çoğalma belirtileri kaybolur. Bu nedenle hücre canlılığının değerlendirilmesi, 

apoptozun tespitindeki en önemli kriterlerden biridir. Bir hücrenin canlılık durumu 

genel olarak üç yaklaşımla değerlendirilebilir. İlk yaklaşım yaşayan hücrelerin 

membran bütünlüğünü koruduğu esasına dayanır. İkinci yaklaşım hücrelerin belirli 

metabolik fonksiyonları sürdürebilme yeteneğine dayanır. Üçüncü yaklaşım ise 

hücrelerin bölünme ve çoğalma kapasitelerinin ölçümünü esas alır. Bu amaçla 

hücrelerin koloni oluşturabilme yetenekleri veya kültür ortamında tutunma ve 

çoğalabilme yetenekleri değerlendirilir. Bu tez çalışmasında borik asitin SW-480 

hücreleri üzerine etkili olan dozunu belirledikten sonra; bu doza maruziyet sonucunda 

hücrelerin çoğalma durumları, hücre sayımı ile araştırıldı. Buna göre 75 mM borik 

asitin SW-480 hücrelerinde çoğalma ve canlılık yeteneklerini 24., 48. ve 72. saatler 

sonunda belirgin olarak azalttığı tespit edildi.  

Dokularda yer alan hücrelerin çoğu aktif olarak hücre siklusuna girmezler ve 

sessiz faz olan Go fazında bulunurlar. Epitel ve kemik iliğinde yer alan kök hücreler ve 

transit amplifiye hücre hattında yer alan hücreler gibi bazı hücreler aktif olarak 

bölünmektedir ve hücre siklusunun farklı evrelerinde gözlenebilmektedir. Kanser 

hücreleri de aktif olarak çoğalan, hücre siklusuna giren hücrelerdir. Bu özellikleri aynı 

zamanda bu hücrelerin çeşitli yöntemler aracılığı ile tespit edilebilmesine olanak 

sağlamaktadır. Bunlardan en basit ve kullanışlı olanlarından biri bromodeoksiüridin 

(BrdU) ile immunohistokimyasal boyama yöntemidir. BrdU bir timidin analoğudur ve 

DNA replikasyonu olan hücrelerde (S fazındaki hücrelerde) timin yerine bağlanır. 



137 

Ardından immunohistokimyasal olarak BrdU’nun gösterilmesi ile kanser hücreleri 

gibi aktif olarak çoğalan hücreler tespit edilmiş olur (218). Bu tez çalışmasında da iki 

boyutlu ve üç boyutlu kültür ortamında hücre proliferasyon durumu BrdU işaretleme 

indeksi ile immünohistokimyasal olarak araştırıldı. İki boyutlu kültürde BrdU 

çalışmasının sonuçlarına bakıldığında kontrol grubundaki hücrelerde 24, 48 ve 72. 

saatler sonunda Brdu ile işaretlenen çok sayıda hücre tespit edilirken, BA grubunda 

ise BrdU işaretleme indeksinde belirgin bir azalma tespit edildi (p<0,05). Üç boyutlu 

kültürde de benzer şekilde kontrol grubundaki hücreler, özellikle sferoidlerin 

periferinde yerleşen hücrelerde daha belirgin olmak üzere, tüm saatlerde BrdU ile BA 

grubuna kıyasla anlamlı şekilde daha fazla oranda işaretlendiğini tespit edildi 

(p<0,05). Bu durum kontrol grubundaki SW-480 hücrelerinin çoğalmaya devam 

ettiklerini, ancak 75 mM borik asitin hücre proliferasyonunu iki boyutlu kültürde daha 

belirgin olmak üzere her iki kültür ortamında da anlamlı bir şekilde azalttığını 

göstermektedir.   

Apoptotik süreçte çekirdekte önemli değişiklikler gözlenir. Morfolojik 

değişiklerin ötesinde nükleozomlar arası kesimi de içeren DNA kırıkları apoptozun 

önemli biyokimyasal belirteçlerinden biridir. Nükleus yoğunlaşması ve 

fragmantasyonu ışık veya elektron mikroskobik yöntemlerle tespit edilebilir. 

Alternatif olarak nükleus ve fragmanları DNA’ya bağlanan floresan boyalarla 

boyanabilir. Apoptotik süreçte DNA kesimi nükleozomlar arası bölgelerde 

gerçekleşir. Bu kesimden apoptoza özgü DNA fragmantasyon faktörü (DFF) veya 

kaspazlarca aktive edilen DNaz (CAD) gibi endonükleazlar sorumludur. DNA’nın bu 

endonükleazlarca kesimi sonucunda yaklaşık 180-200 bç uzunluğunda apoptoza özgü 

DNA fragmanları oluşur. Bu fragmanlar ise elektroforezde tipik DNA merdiveni 

görüntüsü ile kolaylıkla tespit edilebilir. Histokimyasal olarak ise TUNEL metodu ile 

DNA kırıklarının tespiti mümkündür. TUNEL yani terminal deoksinükleotid 

transferaz (TdT) aracılı dUTP-biyotin ile etiketleme yönteminde; TdT enzimi 

biyotinlenmiş dUTP’leri DNA fragmanlarının 3՛ uçlarına ekler. Ardından 

biyotinlenmiş dUTP’ler avidine bağlı horse radish peroksidaz (HRP) ve HRP substratı 

olan 3՛ diamino benzidin tetrahidroklorid (DAB) ile tespit edilebilir (219). Bu nedenle 

bu tez çalışmasında da apoptozu göstermek için tercih edilen yöntemlerden biri 

TUNEL ile immünohistokimyasal işaretleme yöntemi olmuştur. İki boyutlu kültür 
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ortamındaki TUNEL çalışmasında 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda 75 mM borik asit 

uygulanan BA grubundaki çok sayıda TUNEL ile işaretlenen hücre gözlemlenirken 

kontrol grubunda TUNEL işaretleme indeksinin anlamlı (p<0,05) oranda azaldığı 

görüldü. Üç boyutlu kültürde de benzer şekilde tüm saatlerde BA gruplarında TUNEL 

ile özellikle sferoidlerin periferinde yer alan hücrelerde belirgin bir işaretlenme söz 

konusu iken kontrol gruplarında TUNEL işaretlenme indeksinde anlamlı (p<0,05) bir 

azalma gözlendi. Bu durum hem iki boyutlu hem de üç boyutlu kültür ortamında 75 

mM borik asitin SW-480 hücrelerinde apoptotik DNA fragmantasyonlarına dolayısı 

ile apoptoza neden olduğunu göstermektedir.  

Sitoplazmada apoptoza bağlı olarak birçok değişiklik meydana gelmektedir. 

Bunlar arasındaki en önemli olay ise kaspazların aktivasyonu ve çeşitli hücresel 

proteinlerin yıkımıdır. Kaspazların aktivasyonu tartışmasız apoptozun en temel 

biyokimyasal belirtecidir. Kaspaz aktivasyonu çeşitli yöntemler ile tespit edilebilir. 

Bunların başında anti-kaspaz antikoru kullanarak Western blot ile veya 

immunohistokimyasal yollarla tespiti gelmektedir. Alternatif olarak kaspazın hedef 

substratlarının miktarları da ölçülebilir. Tüm bu yöntemler arasında kaspaz 

aktivasyonunu belirli bir lokalizasyonda tespit edebilecek yöntem 

immunohistokimyasal veya immunfloresan yöntemlerdir. Burada parafin kesitlerde 

veya hücre kültürü çalışmalarında aktif kaspazlara karşı kullanılan antikorlar ile 

başarılı sonuçlar alınmaktadır. Günümüzde yaygın olarak aktif kaspaz 3, 7 ve 9’a karşı 

geliştirilmiş antikorlar sıklıkla kullanılmaktadır. Buradaki prosedür genel bir 

immunohistokimyasal prosedürden farklı değildir. Primer antikor anti-aktif kaspaz ve 

sekonder antikor ise horse radish peroksidazdır. Apoptozun moleküler biyolojisi 

incelendiğinde ise hem intrinsik hem de ekstrinsik yolağın hedef aldığı kilit molekülün 

efektör kaspazlardan biri olan kaspaz 3 olduğu görülmektedir. Hücrenin kullandığı 

apoptotik yolağın tipinden bağımsız olarak kaspaz 3’ün immünohistokimyasal olarak 

değerlendirilmesi bu açıdan apoptozun gösterilmesi açısından oldukça değerlidir. Bu 

tez çalışmasında, iki boyutlu kültürde yapılan kaspaz 3 ile immunohistokimyasal 

işaretlemede; 24., 48. ve 72. saatler sonunda BA grubundaki çok sayıda hücrede 

belirgin bir işaretlenme görülürken, kontrol grubunda işaretlenme indeksinde anlamlı 

(p<0,05) bir azalma gözlendi. Üç boyutlu kültürde de benzer şekilde tüm saatlerde BA 

gruplarında çok sayıda hücre, özellikle sferoidlerin periferinde yerleşen hücreler, 
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kaspaz 3 ile işaretlenirken, kontrol gruplarında işaretlenme indeksinde anlamlı bir 

azalma olduğu görüldü. Bu sonuçlar hem iki boyutlu hem üç boyutlu kültür ortamında 

75 mM borik asitin SW-480 hücrelerinde kaspaz 3 aktifleşmesine neden olduğu yani 

apoptozun ortak son yolaklarının aktive olduğunu, apoptozun gerçekleştiğini 

göstermektedir.  

Apoptozun başlaması veya düzenlenmesindeki en önemli organel ise 

mitokondridir. Apoptoz süresince mitokondriyal fizyoloji ve morfolojide belirgin 

değişiklikler gözlenir. Genel olarak apoptotik değişiklikler iki katogoriye ayrılır; 

apoptotik proteinlerin salınımı ve mitokondriyal fonksiyonlarda değişiklik. 

Mitokondriden sitokrom c, SMAC/DIABLO, HTRA2/OMI, endonükleaz G ve AIF 

gibi apoptotik proteinlerin yanı sıra bazı non apoptotik proteinler de salınmaktadır. Bu 

proteinlerin dağılımındaki değişikliğin immunohistokimyasal, immunfloresan 

yöntemlerle veya Western blot yöntemi ile tespiti mümkündür. Apoptozla ilişkili 

mitokondriyal fonksiyonların bu yöntemlerden biri ile tespiti, apoptoz çalışmalarında 

büyük önem taşımaktadır. Normal koşullarda mitokondriyal membranlar arası 

boşlukta bulunan AIF apoptotik uyarı ile sitoplazmaya, oradan da nükleusa geçer. 

Nükleusta DNA fragmantasyonuna ve periferal nüklear kromatin yoğunlaşmasına 

neden olur. Bu açıdan sitoplazmada AIF’in varlığı hücrede intrinsik (mitokondriyal) 

apoptotik yolağın aktive olduğunu göstermektedir. Bu tez çalışmasında iki boyutlu 

kültürde gerçekleştirilen AIF ile immunohistokimyasal işaretlemede; 24., 48. ve 72. 

saatler sonunda BA grubundaki çok sayıda hücrede işaretlenme görülürken, kontrol 

grubunda işaretlenme indeksinde anlamlı (p<0,05) bir azalma gözlendi. Üç boyutlu 

kültürde de benzer şekilde tüm saatlerde BA gruplarında çok sayıda hücre, özellikle 

sferoidlerin periferinde yerleşen hücreler, AIF ile işaretlenirken, kontrol gruplarında 

işaretlenme indeksinin oldukça zayıf olduğu gözlendi. Ayrıca her iki kültür ortamında 

da AIF ile olan işaretlenme indekslerinin kaspaz 3 ile olan işaretleme indeksine oranla 

daha düşük olduğu da tespit edildi. Bu bulgular; apoptotik süreçte bir şekilde 

sitoplazmaya AIF geçişi olduğunu gösterirken; bu verinin, etkin yolağın mitokondriyal 

yolak olup olamayacağını tek başına kanıtlama konusunda yetersiz kaldığı yönünde 

değerlendirildi.  

BrdU, TUNEL, kaspaz 3 ve AIF ile olan immunohistokimyasal çalışmaların 

sonuçları 2B ve 3B kültürler arasında karşılaştırıldığında; üç boyutlu kültürde 
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boyamaların özellikle sfreoidlerin periferinde yer alan hücrelerde yoğun olduğu 

görülmektedir. Ayrıca, 2B ve 3B kültürler, immunohistokimyasal işaretlenme 

indeksleri açısından karşılaştırıldığında, 3B kültürdeki işaretlenme indekslerinin genel 

olarak daha düşük olduğu görülmektedir. Bu durumun, sfreoid modelin biyolojik 

özelliği ile uyumlu bir sonuç olduğu değerlendirilmektedir. İki boyutlu kültürlerde 

hücreler tutunma yüzeyleri boyunca tek bir tabaka oluşturduğundan; besin 

maddelerine erişim, metabolitleri uzaklaştırma ve aynı zamanda uygulanan etken 

maddeye maruziyet açısından benzer koşullara sahiptir. Bu nedenle bir ajan eğer 

hücreler üzerinde apoptotik etkiye sahipse, kültür kabındaki tüm hücrelerde yaklaşık 

benzer etki düzeyleri ve bununla ilişkili olarak benzer immunohistokimyasal 

işaretlenme düzeyleri beklenebilir. Bu tez çalışmasının iki boyutlu deneylerinde de bu 

durum gözlenmiştir.  

Multiselüler sferoid (MSS) kültür modellerinde ise hücreler salgılamış 

oldukları ECM proteinleri aracılığı ile kendi kendilerine agrege olarak yüksek 

derecede organize üç boyutlu doku benzeri yapılar meydana getirirler (220). 

MSS’lerin oluşumunun; kaderin ve integrinlerin bloke edildiği çalışmalar 

incelendiğinde, üç aşamalı bir süreçte gerçekleştiği görülmektedir. Öncelikle hücre 

yüzeyindeki integrinler ile uzun zincirli ECM liflerinin bağlanması dağılmış 

hücrelerde hızlı bir agregasyona neden olmaktadır. Bunu takiben hücrelerde kaderin 

ekspresyonunun arttığı bir gecikme fazı izlenmektedir. İlerleyen aşamada ise 

kaderinlerin etkileşime girdiği gözlenmektedir. Burada homofilik kaderin-kaderin 

bağlantıları güçlü hücreler arası bağlar oluşturmaktadır. Hücre içinde ise integrinler 

ECM’ten aldıkları mekanik sinyalleri aktin filamentlerine iletmekte ve bunun 

sonucunda yapışma aşamasında hücreler komşu hücreleri kısmen ya da tamamem 

psödopod benzeri uzantılar ile sararak bir kitle oluşturmaktadır (221).  

Burada oluşan bu üç boyutlu yapı avasküler tümör dokusunu veya solid 

tümörlerin mikroagregatlarının; kanser hücrelerinin büyüme kinetikleri, mikroçevre 

etkileşimi ve in vivo morfolojik ve fonksiyonel özelliklerini taklit etmesi açısından 

önemli avantaja sahiptirler (220). Sferoidlerin periferinde yerleşmiş olan hücreler, in 

vivo tümör dokusunda kapillerlere yakın olan ve aktif olarak çoğalmakta olan 

hücrelere karşılık gelmektedir. Daha merkezde yer alan hücreler ise nekroza uğrayan 

sessiz hücreleri temsil eder. Bu durum ise sferoidden içe ve dışa doğru olan difüzyonun 
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kısıtlı olması nedeniyledir. Bunun negatif etkileri yanında olumlu etkileri de 

bulunmaktadır. Kısıtlı difüzyon nedeniyle merkez hücreler oksijen, besin maddeleri, 

sitokinler, büyüme faktörlerine erişim ve metabolik atıkları uzaklaştırma konusunda 

sıkıntı yaşamaktadır. Aynı difüzyon kısıtlamasına kemoterapötik ajanlar da maruz 

kalmakta, merkezdeki hücrelere uygulanan etken maddeler de daha az oranda 

ulaşmaktadır (222).  

Genel olarak 2B ve 3B kültürler arasında, kanser hücrelerinin kemoterapotik 

ajanlara cevapları konusunda bu tez çalışmasında elde edilen sonuçları destekleyen 

bulgular görülmektedir. Örneğin Mellor ve ark. nın yaptığı bir çalışmada 5FU, 

vinblastin-doksorubisin ve sisplatin gibi ajanlar DLD-1 kolon adenokarsinom 

hücrelerine verilmiş; ilaç etkinlikleri araştırılmıştır (223). Bu çalışmada tek tabaka 

kültür ve üç boyutlu kültür arasında belirgin oranda farklı sonuçlar elde edilmiştir 

(223). Benzer şekilde HT-29 ve HCT116 kolon kanser hücreleri ile yapılan başka bir 

çalışmada ilaç etkinliği ve IC50 değerleri; 5FU, irinotekanın kullanıldığı tek tabaka ve 

sferoid kültürlerde 24 ve72 saat aralıklarında araştırılmıştır ve farklılıklar gözlenmiştir 

(222). Orlandi ve ark. ise farklı ajanlarla benzer bir çalışmayı MCF-7 meme kanser 

hücre hattında gerçekleştirmişler; IC50 değerinin 24. saat sonunda sferoid kültürde 

hafifçe daha yüksek olduğu görülmüştür. Bu çalışma ayrıca sferoidlerde ilaç direncinin 

maruziyet zamanı ile ilişkisini ortaya koyması açısından da önemlidir (224). Ayrıca, 

kolon kanserinde sferoid model ile direkt kolon kanserli hastaların tümör dokusundan 

alınan hücrelerin; hücre yüzey belirteçleri, genetik parmak izleri, mutasyon profili 

açısından incelendiği bir çalışmada; üç boyutlu tümör sferoidlerinin tümör dokusu ile 

büyük oranda benzerlikler taşıdığı görülmektedir (225). Bu açıdan bu tez 

çalışmasındaki 2B ve 3B kültür sonuçları arasında görülen farklılıkların literatür 

bulguları ile de uyumlu olduğu düşünülmektedir.  

Hücresel büyümenin uygun bir şekilde kontrolü hücre yüzeyinden başlayan ve 

nükleusa ulaşan bir dizi karmaşık sinyal yolağı ağı ile gerçekleştirilir. Bu yolaklarda 

yer alan birçok gen ise insan kanserlerindeki potansiyel mutajenik hedefler olarak 

kabul edilmektedir. Normalde hücre büyümesini uyaran onkogenlerin anormal 

aktivasyonu, normal hücresel büyüme sinyallerine cevap verme yeterliliklerini 

bozarak aşırı çoğalmaya neden olur (226). Bu tip mutasyonlar tümör baskılayıcı 

aktiviteyi aktive edebilir ve hücrelerde apoptotik yolakları uyarabilir. Eğer tümör 
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baskılayıcı aktivitelerin düzenlenmesinde kayıp meydana gelirse, bu durum tümör 

oluşumu ile sonuçlanabilir. Geliştirilmekte olan bir kanser tedavisinin tümörü yok 

edebilmesi için sağlam bir apoptotik yolağın gerekli olduğu, bu alanda yapılan 

çalışmalar sonucunda anlaşılmıştır (89). Kanserle ilişkili olduğu tespit edilen genlerin 

sayısı arttıkça, potansiyel tedavi hedeflerinin sayısı da artmaktadır. Onkogenler, tümör 

baskılayıcılar ve apoptotik düzenleyiciler hakkındaki bilgi düzeyi arttıkça, kanser 

tedavilerinin etkinlğinin de artması beklenmektedir. Bu açıdan hem kolon kanser 

hücrelerinde borik asit etkisiyle, apoptotik yolaklarla ilgili genlerde meydana gelen 

değişimleri aydınlatmak; hem de immunohistokimyasal olarak çeşitli yöntemlerle 

gösterilmiş olan apoptozun moleküler yolaklarla bağlantısının kurabilmesi amacıyla, 

bu tez çalışması kapsamına gen ekspresyon çalışması da dahil edilmiştir. Bu amaçla 

75 mM borik asitin; SW-480 hücrelerinde apoptotik yolaklarda farklı mekanizmalarda 

yer alan 84 genin ekspresyon düzeylerine etkileri qRT-PCR metodu ile incelendi. 

Apoptozun moleküler biyolojisi incelendiğinde, apoptozun belirli noktalarda 

birbiri ile ilişkili de olabilen çok farklı sinyal yolakları ve moleküler mekanizmalarla 

gerçekleştiği görülmektedir. Rutin olarak, basit bir şekilde apoptoz için yapılan 

intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolak ayrımı bile; her bir yolağı uyaran faktörler, 

sinyal mekanizmaları, görev alan moleküller ve tüm bu etkenler arasındaki 

etkileşimler ele alındığında yeterince karmaşık olabilmektedir. Gen ekspresyon 

çalışmaları hariç, bu tez çalışması kapsamında gerçekleştirilen diğer deneyler ile 

apoptozun varlığı tespit edilmesine rağmen, sorumlu moleküler mekanizma ile ilgili 

kesin bir çıkarım yapma olanağı bulanamamıştır. Bu nedenle gen ekspresyon 

çalışmaları, apoptozdaki birçok farklı mekanizmayı hedef alacak şekilde geniş 

kapsamlı olarak planlandı. Bu amaçla qRT-PCR çalışmasında “Roche© Real-Time 

Ready Human Apoptozis Panel 96” kiti kullanıldı. Bu kit, insan hücrelerinde apoptotik 

sürçte kilit role sahip çeşitli genlerin ekspresyon proflini ortaya koymak üzere 

tasarlanmış olması nedeniyle bu tez çalışmasının ihtiyaçlarına cevap verecek 

niteliktedir. Panelde; pro-apoptotik/anti-apoptotik protein aileleri olarak ve ayrıca 

apoptozda yer aldıkları yolaklara göre sınıflandırılabilecek 84 adet apoptoz ilişkili gen 

yer almaktadır. 2B ve 3B kültürde SW-480 hücrelerinin BA uygulamasının 48. 

saatinde toplanan hücreler, uygun koşullarda çalışmanın yapılacağı merkeze sevk 

edilerek gen ekspresyon çalışmaları gerçekleştirildi. 
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qRT-PCR sonuçları incelendiğinde 2B kültürde SW-480 hücrelerinde BA 

grubunda kontrol grubuna kıyasla; BAD, BCL2L10, BCL2L11, HTRA2, TNF ve 

TNFSF8 genlerinin ekspresyonlarının arttığı görüldü. 3B kültürde ise BA grubunda 

kontrol grubuna kıyasla; MCL-1, REL ve TNFRSF10A genlerinin ekspresyonlarında 

artış tespit edildi.  

Sonuçlar 2B ve 3B kültürler arasında değerlendirildiğinde aynı hücre hattında, 

aynı süre boyunca, aynı dozda etken maddeye maruziyet sonucunda gen ekspresyon 

değişimlerinin farklı olduğu görülmektedir. Bu durumun 3B kültür ve 2B kültür 

arasındaki moleküler biyolojik farklılıkla ilişkili olduğu değerlendirilmektedir. 2B 

kültür sistemlerinde hücrelerin gerek hücreler arası ve gerekse mikro çevre ile olan 

etkileşimlerindeki eksiklikler ya da hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesi nedeniyle 

ortaya çıkan durumlar, hücrelerin çeşitli sinyal mekanizmalarına karşı oluşturulan 

hücresel yanıtlarda değişikliğe neden olabilir. Örneğin HER2 pozitif meme kanser 

hastalarında ve 3B kültürlerinde hücre büyümesi, Trantuzumab tarafından inhibe 

edilmekte iken 2B kültürlerde bu durum gerçekleşmemektedir. Çünkü 2B kültürlerde 

HER2/HER3 heterodimerizasyonu görülür. Ancak 3B kültürde HER2 homodimerleri 

oluşur ve MAPK sinyal yolağı aracılığı ile etki gösterirken 2B kültürde reseptörde 

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

Bir başka örnekte ise; mezotelyoma hücrelerinin 3B kültürde çoğaltıldıklarında 

apoptoza karşı ek bir direnç kazandıkları görülmüş ve bu özellik “multiselüler direnç” 

olarak adlandırılmıştır (228). Bu ve benzeri sonuçlar hücrelerin in vitro koşullarda 2B 

mikro çevrede kültüre edildiklerinde fonksiyonel ve fenotipik karakteristiklerini 

kaybettiklerini göstermektedir. Hücreleri 3B, ECM oluşturan sitemlerde kültüre 

etmek; protein ekspresyonlarında, hücre morfolojisinde ve klinik çıkarımlar için gen 

cevaplarının tahmininde doğru sonuçlara yönlendirebilir (229). Çünkü tüm normal 

hücrelerin ve malign epitelyal hücrelerin ortak özelliği ECM ile fizyolojik olarak sıkı 

bir ilişki içinde olmasıdır. ECM; çeşitli fibröz proteinlerden ve 

glikozaminoglikanlardan oluşan, epitelyal hücreleri ve hücre dışı boşluklarını 

çevreleyen ve onlara bazal membran oluşturan bir yapıdır. Bu yapı hücrelere sadece 

fiziksel destek sağlamaz, aynı zamanda hücre kutuplaşması ve büyümesi için anahtar 

nitelikte biyokimyasal yapılar ve sinyaller içerir (230). 
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Hücreler birçok çalışmada çoğunlukla düz yüzeyler üzerine tek tabaka halinde 

kültüre edilmektedir. Ancak bu koşullar hücrelerin in vivo ortamda sahip oldukları 

doku yapılanmasının ve hücre hücre bağlantılarının kaybı nedeniyle gerçek koşulları 

taklit etme konusunda yetersizdir. Birçok çalışma 3B kültürdeki hücrelerde tedaviye 

yanıt olarak gen ekspresyon profillerinin 2B kültürdeki hücrelerden farklı olduğunu ve 

in vivo koşullardakine daha yakın olduğunu göstermektedir. İnsan tümörlerine benzer 

şekilde; çoğalmakta olan, sessiz ve ölmekte olan hücreler; 3B sferoidlerin normoksik, 

hipoksik veya nekrotik alanlarında bulunmaktadır. In vivo koşullarda karsinoma 

hücreleri sadece 3B yapı oluşturmazlar; aynı zamanda onları çevreleyen ECM ve 

stromal tümör hücreleri ile de etkileşime girerler. Bu etkileşimlerin tümörün gelişimi 

ve ilerlemesi açısından oldukça gerekli olduğu bilinmektedir. Çünkü bu etkileşimler 

hem tümör hücrelerinde hem de stromal hücrelerde çeşitli sinyal yolaklarında 

değişikliğe neden olmaktadır (231). Bu nedenlerle 3B modellerin tümör biyolojisinin 

anlaşılmasında ve ilaç cevaplarının araştırılmasında 2B modeller ve hayvan deneyleri 

arasındaki boşluğu dolduran değerli çalışmalar olduğu düşünülmektedir (206). 

Bu tez çalışmasındaki 2B kültür gen ekspresyon sonuçları kendi içerisinde 

değerlendirildiğinde; BAD, BCL2L11, HTRA2, TNF, BCL2L10 ve TNFSF8 genlerinin 

ekspresyonunda borik asit gruplarında kontrol gruplarına kıyasla anlamlı bir artış 

olduğu görülmektedir. Bu artışların biyolojik sonuçlarının anlaşılabilmesi için 

öncelikle ilgili gen ürünlerinin apoptotik yolaklardaki yerleşimlerinin ve 

fonksiyonlarının birlikte değerlendirilmesi gerekmektedir.  

BAD; tam ismiyle “BCL2 associated agonist of cell death” insan genomunda 

11. kromozomda yer alan bir gendir. Bu gen tarafından kodlanan protein BCL-2 

ailesinin bir üyesidir. Bilindiği üzere apoptozun düzenleyici molekülleri olarak bilinen 

bu moleküllerin hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik özellikte olanları vardır ve 

mitokondriyal yolaklarda etkin olarak rol oynarlar. Bazı BCL-2 ailesi üyeleri ise 

ekstrinsik yolak ve mitokondriyal yolak arasında bağlantıyı kurmaktadır. BAD bu 

protein ailesinin bir üyesi olarak BCL-XL ve BCL-2 gibi anti-apoptotik proteinler ile 

heterodimerler oluşturarak apoptozu pozitif olarak düzenler.  

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

Cell death” insan genomunda 2. kromozomda yer alır. Bu gen tarafından kodlanan 
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protein de BCL-2 ailesinin bir üyesidir ve BAM, BIM veya BOD olarak da adlandırılır. 

BIM normal koşullarda hücrede mikrotübüllerde dinein hafif zincirlerine bağlı olarak 

bulunur. Apoptotik uyarı sonucu fosforile olduğunda ise bulunduğu yerden ayrılır ve 

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

HTRA2; tam ismiyle “HTRA serine peptidase 2” insan genomunda 2. 

kromozomda yer alır. Bu gen tarafından kodlanan HTRA2 proteini bir serin proteazdır. 

Bu protein endoplazmik retikulum içerisinde ve mitokondride lokalizedir. Apoptotik 

uyarı sonucu mitokondriden sitoplazmaya geçer ve burada IAP’lere bağlanarak 

apoptozu indükler. Bilindiği üzere IAP’ler hem başlatıcı hem efektör kaspazlar 

üzerinden etki gösterebilirler. HTRA2 ve benzeri bazı moleküller ise bunları inhibe 

ederek kaspazlar üzerindeki baskılamayı ortadan kaldırırlar. 

TNF; tam ismiyle “Tumor Necrosis Factor” insan genomunda 6. kromozomda 

yer alır. Bu gen tarafından kodlanan protein TNF üst ailesinin üyesi, çok fonksiyonlu 

bir sitokindir. İlgili reseptörleri ile etkileşime geçerek hücre çoğalması, farklılaşma, 

apoptoz, lipid metabolizması ve pıhtılaşma gibi çeşitli biyolojik fonksiyonların 

düzenlenmesinde rol oynar.  

BCL2L10; tam ismiyle “BCL2 Like 10” insan genomunda 15. kromozomda yer 

almaktadır. Genin protein ürünü BCL-2-L-10, BCL-B, Diva veya Boo olarak 

isimlendirilir. Bu protein BCL-2 ailesini bir üyesidir. BCL-B; BCL-2, BCL-XL ve 

BAX gibi ailenin üyesi diğer proteinler ile etkileşime girebilir. BCL-B’nin BAX 

tarafından indüklenen apoptozu baskılayabildiği, ancak aynı etkiyi BAK tarafından 

indüklenen apoptoz üzerinde göstermediği bilinmektedir. Diğer taraftan bu proteinin 

farelerdeki karşılığı olan proteinin Apaf1 ile etkileşime girdiği ve kaspaz 9’un da yer 

aldığı bir protein kompleksi oluşturduğu ve böylece kaspaz 9 aracılı apoptotik yolakta 

yer aldığı görülmektedir.   

TNFSF8; tam ismiyle “TNF superfamily member 8” insan genomuda 9. 

kromozomda yer alır. Gen protein ürünü ayrıca CD153, CD30L, CD30LG veya 

TNLG3A olarak da bilinir. Bu protein TNF ligand ailesinin üyesi bir sitokindir. Bu 

sitokin TNFRSF8/CD30 hücre yüzey antijeni için bir liganttır. Aynı zamanda Hodgkin 

lenfoma ve ilişkili hematolojik malignitelerde bir belirteçtir. Bu sitokinin bazı lenfoma 
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hücrelerinde hücre proliferasyonunu artırdığı gözlenirken, bazı lenfoma hücrelerinde 

ise hücre proliferasyonunu azalttığı ve hücre ölümüne neden olduğu görülmektedir.  

2B kültür için bahsedilen genlerin ekspresyonlarındaki artış bir bütün olarak ve 

immunohistokimyasal bulguların ışığında değerlendirildiğinde bazı önemli noktalar 

göze çarpmaktadır. Öncelikle immunohistokimyasal çalışmalarda; borik asit 

gruplarında, kontrol grubuna kıyasla TUNEL ve kaspaz 3 işaretlenme indeksindeki 

anlamlı yükseklik, bu hücrelerin apoptoza gittiğini göstermektedir. Ayrıca BrdU ile 

yapılan immunohistokimyasal çalışmada borik asit gruplarında işaretlenme indeksinin 

kontrol gruplarına kıyasla anlamlı olarak düşük olması; hücrelerin 

proliferasyonundaki azalmanın bir göstergesi olarak TUNEL ve kaspaz 3 sonuçlarını 

desteklemektedir. AIF ile olan immunohistokimyasal boyamada ise borik asit 

gruplarında kontrol gruplarına göre işaretlenme indeksinde anlamlı bir artış olmasına 

karşın, genel olarak zayıf bir işaretlenme olduğu görülmektedir. Bu durum borik asit 

etkisiyle gelişen apoptotik durumdan mitokondriyal yolağın sorumlu olamayacağını 

düşündürmektedir. Çünkü AIF normalde mitkondriyal membranlar arasında bulunan 

bir proteindir ve intrinsik apoptotik yolağın etkisiyle buradan salınarak; bir taraftan 

DNA fragmantasyonuna, bir taraftan da mitokondriyal membranların geçirgenliğinin 

artmasına neden olur. Bu tez çalışmasındaki immunohistokimyasal bulgularda, 

hücrelerde zayıf AIF boyanmasının tespit edilmesi; intrinsik yolağın tam olarak aktif 

olmadığının ve henüz yeteri kadar AIF’in sitoplazmaya geçmediğinin göstergesi 

olarak değerlendirilmektedir. Kuvvetli kaspaz 3 boyanmasına karşı zayıf AIF 

boyanması apoptozun ekstrinsik yolak üzerinden başladığı ancak daha geç aşamalarda 

mitokondriyal yolağın da devreye girmeye çalıştığı ve ilerleyen aşamalarında 

ekstrinsik yolağa ek olarak intrinsik yolağın da aktive olabileceğine dair bir bulgu 

olarak yorumlanmaktadır. Bir başka değerlendirme ile ise bu durum; ekstrinsik yolağın 

etkin olmasına karşılık, mitokondriyal yolağı aktive edecek yeterli uyaran veya yeterli 

miktarda sinyal molekülü olmadığından; intrinsik yolağın aktive olamadığı ve kuvvetli 

bir AIF boyamasına neden olacak kadar mitokondriyal membran bütünlüğünde 

bozulma meydana gelmediği şeklinde yorumlanmaktadır. 

Genetik sonuçların verileri ile birlikte değerlendirme yapıldığında da benzer 

çıkarımlar elde edilmiştir. Öncelikle borik asitin etkisiyle TNF ekspresyonunda artış 

olduğunu görülmektedir. Bilindiği üzere TNF ekstrinsik apoptotik yolağın en önemli 
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ligandlarından biridir ve TNF reseptörleri üzerinden apoptozu indükler. Bu durum 

borik asitin hücrelerde TNF bağımlı bir mekanizma ile ekstrinsik yolak üzerinden 

apoptoza neden olabileceğini göstermektedir. Borik asit etkisiyle hücre kaderi 

apoptotik ölüm olarak belirlenmiş ve bunu uygulamak üzere gen ekspresyonları 

değiştirilerek TNF ekspresyonları artırılmıştır. Artan TNF ligandlarının da 

immünohistokimyasal bulgularla da uyumlu olarak apoptoza neden olduğu görüşü 

ağırlık kazanmaktadır. Ama aynı zamanda hücrelerde BIM ve BAD gibi mitokondriyal 

yolakla ilgili bazı proteinlerin ekspresyonlarında da artış olduğu görülmektedir. Bu 

durum immünohistokimyasal olarak zayıf AIF boyaması ile birlikte 

değerlendirildiğinde farklı çıkarımlara ulaşmak mümkündür. Borik asit etkisiyle 

hücrede muhtemelen apoptotik süreci kuvvetlendirmek için ya da ikinci bir etki yolu 

olarak intrisik apoptotik yolağın, üstelik TNF reseptörü ile ilişkili mekanizmalarda yer 

alan bir intrinsik yolağın, sürece katılmaya çalışıldığı, ancak henüz yeterli bir 

aktivasyon düzeyine erişmediği şeklinde yorumlamak mümkündür. Çünkü TNF 

ligand-reseptör etkileşimi sonrası mekanizmalar aynı zamanda kendi kendini inhibe 

edebilecek, apoptozdan kaçış noktalarına sahip bir yolaktır. Bu inhibisyonun önüne 

geçmek için ekstrinsik apoptozun yanında intrinsik mekanizmaları da aktive ederek 

apoptozu garanti altına almak oldukça anlamlı görülmektedir. Üstelik ekstrinsik 

yolakta etkin olduğu düşünülen TNF mekanizması aynı zamanda inrinsik 

mekanizmayı uyarıcı bir yan yolağa da sahiptir. Zayıf Aif boyanmasıyla ilgili olarak 

yapılabilecek diğer bir değerlendirme de; intrinsik yolakta bir takım proteinlerin 

birbirlerinin inhibisyonu ile seyreden aşamalı bir mekanizmaya sahip olması nedeniyle 

TNF aracılı ekstrinsik yolak kadar hızlı bir cevap gelişmiyor olabileceği şeklindedir. 

Çünkü bilindiği üzere BIM de BAD da mitokondriyal yolağın aktivitesini negatif 

olarak düzenleyen yani mitokondriyal yolak üzerinden gerçekleşecek olan apoptozu 

baskılayacak BCL-2 ve BCL-XL gibi proteinlerin etkisini inhibe eden proteinlerdir ve 

burada aşamalı bir süreç bulunmaktadır.  

Burada ayrıca borik asitin etkisi ile hücrede HTRA2 ekspresyonlarının da arttığı 

görülmektedir. Bilindiği üzere HTRA2 sitoplazmada hem efektör kaspazları hem de 

başlatıcı kaspazları inhibe eden inhibitör proteinleri bloke etmektedir. Bu durumu 

hücrelerde borik asit nedeniyle gerçekleşecek olan apoptotik süreci kuvvetlendirmek, 

süreç üzerinde inhibisyona neden olabilecek proteinleri bloke edebilmek adına 
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HTRA2 ekspresyonunun artırıldığı şeklinde yorumlamak mümkündür. Çünkü; 

intrinsik yolak üzerine etki eden apoptotik stress pro-apoptotik BCL-2 ailesi üyelerinin 

ekspresyonunu veya aktivasyonunu tetikler. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik BCL-2 

üyeleri arasındaki denge ilk karar noktasıdır. Eğer yeteri kadar apoptotik uyarım 

alınmışsa pro-apoptotik BCL-2 proteinleri dış mitokondriyal membranda kanal yapısı 

oluşturarak sitokrom-c salınımını uyarır. Sitokrom c’nin tetiklenmesi ikincil bir karar 

noktasıdır ve buradaki belirleyici rol IAP’ler düzeylerine bağlıdır. Önceden apoptotik 

strese maruz kalma veya daha önceden var olan yüksek IAP ekspresyon düzeyi, yeni 

aktive olmuş kaspaz 9 düzeyini ya da aktive olmuş herhangi bir efektör kaspazı 

baskılayabilir. Ancak yeterli düzeyde kaspaz 9 aktivasyonu gerçekleşirse, kaspaz 3 

ve/veya kaspaz 7’yi aktive ederek IAP’ler üzerindeki kaspaz 9 bağlanma bölgeleri 

ortadan kaldırılır. Ayrıca aktive olan kaspazlar mitokondiryal membran geçirgenliğini 

bozarak AIF, SMAC ve OMI’nin salınımına neden olur. AIF çekirdeğe geçerek 

kromatin yoğunlaşmasına neden olurken; SMAC ve OMI, IAP’lerden geriye kalanları 

inhibe ederek kaspazların önündeki kısıtlamayı ortadan kaldırır (232). IAP’lerin 

apoptozun kontrolünde üstlendikleri merkezi rol, birçok primer tümör dokusunda ve 

kanser hücre hattında IAP ekspresyon seviyelerinin artmış olması ile kanıtlamaktadır 

(233).  

Elde edilen sonuçlarda ayrıca ilginç bir detay dikkat çekmektedir. Daha önce 

bahsedildiği üzere TNF resptörü aracılı sinyal yolağı karmaşık bir mekanizma ağına 

sahiptir. Şekilde de görüldüğü üzere (Şekil 35) reseptör ligand etkileşimi sonrası 

TRADD; FADD ile etkileşime girerse (Şekil 35, 1 nolu yön) klasik ekstrinsik yolağın 

bir şekli olan moleküler süreçler devreye girmektedir. Ancak TRADD; önce RIP sonra 

da TRAF2 ile etkileşime girer (Şekil 35, 2A ve devamındaki yön) ve MKK-1 

üzerinden JNK sinyal yolağı aktive olursa apoptozun mitokondriyal yolağında görülen 

moleküler olaylar gerçekleşmektedir. Üstelik JNK aracılı bu yolak BIM ve BAD’ın, 

sinyal yolağı tarafından aktive edilmesi ve bu proteinlerin de BCL-2 ve BCL-XL’yi 

inhibe etmeleriyle gerçekleşmektedir. Yani gen ekspresyon artışıyla ilgili elde edilen 

sonuçlardan üçü de aynı mekanizma üzerinde birleşebilmektedir.  
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Şekil 35. TNF-BIM-BAD ilişkisi. 

Sinyal yolağının aktivasyonunu takiben JNK fosforile olur (Şekil 36). Fosforile 

JNK aynı zamanda çekirdeğe geçer ve c-Jun’u fosforilleyerek aktive eder. Bu ise 

aralarında TNF-α, FAS-L ve BAK gibi bazı genlerin yer aldığı bir grup pro-apoptotik 

genin transkripsiyonundan sorumlu bir transkripsiyon faktörü olan AP-1’i (Activator 

Protein 1) aktive eder (121). Yine burada JNK aracılı TNF transkripsiyonunun artıyor 

olması da bu tez çalışmasında elde edilen bulgular açısından da oldukça dikkat 

çekicidir. Ancak ilginç bir şekilde TNF-TRADD-RIP-TRAF2 yolağında apoptozdan 

kaçışa neden olabilecek yan yollar da mevcuttur. Eğer TRAF2 etkisiyle MKK-1 değil 

de NIK aktivasyonu olursa, NF-кB sinyal yolağı aktive olmakta ve bu sinyal yolağı da 

hem JNK sinyal yolağı aracılı intrinsik apoptotik yolağı direkt etki ile 

baskılayabilmekte (Şekil 35, 3B yönü), hem de anti-apoptotik faktörler olan c-IAP-1, 

c-IAP-2 ve TRAF-1 gibi moleküllere bağlanarak bir sinyal kompleksi oluşturup TNF-

TRADD-FADD-kaspaz 8 aktivasyonu ile giden ekstinsik mekanizma üzerinden 

apoptozu baskılayabilmektedir (Şekil 35, 3A yönü). Hücrelerde borik asit etkisiyle 

BIM ve BAD gibi mitokondriyal yolakla ilgili proteinlerin yanı sıra TNF gibi 

ekstrinsik yolakla ilgili bir proteinin de ekspresyonunda artış tespit edilmiştir. Bu 

açıdan değerlendirildiğinde TNF reseptör-ligand etkileşiminin farklı adaptör proteinler 
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aracılığı ile hem ekstrinsik hem intrinsik yolak üzerinden apoptoza neden olabilme 

yeteneği bu açıdan oldukça anlamlıdır.   

 

Şekil 36. JNK sinyal yolağı TNF-R1 ilişkisi (119). 

3B kültür gen ekspresyon sonuçlarını kendi içerisinde değerlendirildiğinde; 

MCL1, REL, TNFRSF10A genlerinin ekspresyonunda borik asit gruplarında kontrol 

gruplarına kıyasla anlamlı bir artış olduğu görülmektedir. Bu artışların biyolojik 

sonuçlarının anlaşılabilmesi için öncelikle ilgili gen ürünlerinin apoptotik yolaklardaki 

yerleşimlerinin ve fonksiyonlarının birlikte değerlendirilmesi gerekmektedir  

MCL1; tam adıyla “MCL1, BCL2 family apoptosis regülatör” insan 

genomunda 1. kromozomda yer almaktadır. Genin protein ürünü MCL1; BCL-2 ailesi 

üyesi anti-apoptotik bir proteindir. Ancak alternatif kesim sonucu farklı transkript 

tipleri ortaya çıkmaktadır. İzoform 1 olarak isimlendirilen en uzun gen ürünü apoptozu 

inhibe ederek hücre sağ kalımını desteklerken, izoform 2 ve izoform 3 olarak 

isimlendirilen daha kısa kesilmiş gen ürünleri apoptozu uyarmaktadır.  

REL; tam adıyla “REL proto-oncogene, NF-kB subunit” insan genomunda 2. 

kromozomda yer almaktadır. Bu aile üyeleri apoptoz, inflamasyon, immun cevaplar, 

ve onkojenik süreçlerle ilgili genleri düzenler. Bu protoonkogen, özellikle B 

lenfositlerin çoğalmasında önemli bir rol oynar. Ancak bazı hücrelerde apoptotik 
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cevaplara da neden olmaktadır ve Rel/NF-kB’ nin apoptozu uyarması veya inhibe 

etmesi, hücre ve uyaran tipine göre değişebilmektedir.  

TNFRSF10A; tam adıyla “TNF receptor superfamily member 10a” insan 

genomunda 8. kromozomda yer alır. Bu gen tarafından kodlanan protein TNF reseptör 

üst ailesinin bir üyesidir ve DR4, APO2, CD261 veya TRAILR1 olarak da 

isimlendirilir. Bu reseptör TNF ilişkili apoptoz indükleyici ligand tarafından aktive 

edilir (TNFSF10/TRAIL), bunun sonucunda apoptozu uyarıcı sinyal oluşur.  

3B kültür için bahsedilen genlerin ekspresyonlarındaki artış bir bütün olarak ve 

immunohistokimyasal bulguların ışığında değerlendirildiğinde; immunohistokimyasal 

çalışmalarda, borik asit gruplarında, kontrol grubuna kıyasla TUNEL ve kaspaz 3 

işaretlenme indeksindeki anlamlı yükseklik hücrelerin apoptoza gittiğini 

göstermektedir. Ayrıca BrdU ile yapılan immunohistokimyasal çalışmada Borik asit 

gruplarında işaretlenme indeksinin kontrol gruplarına kıyasla anlamlı olarak düşük 

olması; hücrelerin proliferasyonundaki azalmanın bir göstergesi olarak TUNEL ve 

kaspaz 3 sonuçlarını desteklemektedir. AIF ile olan immunohistokimyasal boyamada 

ise borik asit gruplarında kontrol gruplarına göre işaretlenme indeksinde anlamlı bir 

artma olmasına karşın, genel olarak zayıf bir işaretlenme olduğu görülmekedir. Bu 

durum borik asit etkisiyle gelişen apoptotik durumdan kesin olarak mitokondriyal 

yolağın sorumlu olup olmadığını değerlendirme konusunda yetersiz olduğu şeklinde 

değerlendirilmektedir. 3B kültürdeki tüm immunohistokimyasal işaretlenme 

indeksleri, 2B kültürdekilere kıyasla daha düşük olmakla birlikte; sonuçlar 2B kültür 

sonuçları ile benzerlikler gösterdiği görülmektedir. 3B kültürde ekspresyonu artan 

TNFRSF10A (TRAILR1/DR4) ekstrinsik yolağın önemli reseptörlerinden biridir. 

Bilindiği üzere TRAIL özellikle normal hücrelerden ziyade kanser hücre hatlarında 

apoptozu uyarmaktadır. Aktive olan TRAIL-R1 reseptörü FADD’ı ve kaspaz 8 

bağlayarak DISC yapılarını oluşturur ve ekstrinsik apoptotik yolağı aktive 

edebilmektedir. MCL-1 embriyonik gelişim ve birçok yetişkin hücre serisinde 

yaşamsal fonksiyonlara sahiptir. Normal koşullarda MCL-1 dış mitokondriyal 

membran üzerinde yerleşmiştir ve burada BAX ve BAK aktivasyonunu engelleyerek 

mitokondriyal bütünlüğün bozulmasını ve dolayısı ile mitokondriyal apoptotik yolağın 

aktivasyonunu engeller. Birçok kanser türünde MCL-1 yüksekliği kemoterapötik 

direnç ve nükslerle ilişkilendirilmiştir. Bu açıdan bakıldığında MCL-1 anti apoptotik 
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yolakta önemli bir yere sahiptir. REL/NF-КB ailesi proteinler bilindiği gibi, çeşitli 

ekstraselüler uyarılara cevap olarak post-translasyonel olarak düzenlenen ve çeşitli 

hücresel cevaplara aracılık eden bir ağ oluştururlar. Birçok çalışma REL/NF-КB hem 

apoptozu uyarabileceğini hem de apoptozdan koruyucu etkiler gösterecebileceğini 

vurgulamaktadır. Örneğin birçok hücre türünde; farklı REL/NF-КB proteinleri dimer 

oluşturma konusunda, кB bölgelerine bağlanma afinitesi açısından ve uyarıldığı sinyal 

mekanizmaları açısından farklılık gösterse de sonuç olarak NF-кB anti-apoptotik 

genlerin ekspresyonunu artırırken, apoptotik genlerin ekspresyonlarını azaltmaktadır. 

Ancak osteoblastlarda ve myeloid hücrelerde NF-кB apoptoza aracılık etmektedir. 

Ayrıca endotelyal hücrelerde oksidatif stres bağımlı apoptozun da NF-кB aracılığı 

olduğu görülmüştür. Bu sonuçlar ışığında ise kesin olan NF-кB nin apoptozda rol 

oynadığı ancak tek başına apoptozu düzenleme yeterliliği olmadığı; bu konuda hücre 

ve uyaran tipinin belirleyici rol oynadığıdır. Bu tez çalışmasındaki 3B kültür gen 

ekspresyon bulguları bu açıdan immunohistokimyasal sonuçlarla birlikte 

değerlendirildiğinde, TRAIL aracılı bir ekstrinsik yolağın etkin olabileceği 

değerlendirilmektedir. Diğer ekspresyonu artan iki gen ise MCL-1’de olduğu gibi 

alternatif kesim sonucu oluşan proteinleri ile veya NF-кB’ de olduğu gibi pro-

apoptotik veya anti-apoptotik özellikler gösterebilmektedir. Bu tez çalışmasında ise 

apoptozu destekledikleri veya engelleyeceklerse bile yeterli bir etki düzeyi ortaya 

çıkaramadıkları değerlendirilmektedir.  

Gen ekspresyon çalışmalarının sonuçları bazı sinyal yolakları ile muhtemel 

bağlantılar kurmuş olmakla birlikte bu anlamda kesin sonuçlara ulaşabilmek için daha 

geniş kapsamlı ileri araştırma tekniklerine ihtiyaç vardır. Her şeyden önce qRT-PCR 

çalışması sadece ilgili genlerin ekspresyonlarındaki değişimleri göstermektedir. 

Ancak qRT-PCR çalışmasında ekspresyonunda artış tespit edilen genlerin proteine 

dönüşüp dönüşmediği hatta proteine dönüşmüş olsa bile bunların aktif olup olmadığı 

bu yöntemle tespit edilememektedir. Bu açıdan daha net sonuçlara ulaşabilmek adına, 

ileri araştırmalarda ilgili protein ürünlerinin miktarları ve tespit edilen sinyal 

yolaklarının aktivite durumları da değerlendirilmelidir. Yapılan çalışmalarda 

apoptozun belirlenmesi kadar, ilgili apoptotik yolakla ilgili sinyal yolakları hakkında 

bilgi edinebilmek de büyük önem taşımaktadır. Çünkü birçok doğal bileşik önemli bir 
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etki mekanizması olarak, kanser hücrelerindeki çeşitli sinyal iletim yolaklarını hedef 

almakta ve böylelikle hücre sağ kalımı ve çoğalması üzerine etki etmektedir.  

Hem kanser patogenezindeki birçok mekanizma hem de kanser tedavisi için 

araştırılan birçok ajan apoptotik yolakları hedef almaktadır (67). Uygun apoptotik 

sinyallerin varlığı hücre ölümü ve yaşamı arasındaki dengenin ve aynı zamanda 

genomik bütünlüğün korunması açısından gereklidir (234). Kanser hücreleri apoptotik 

yolakları transkripsiyonel, translasyonel ve post-translasyonel olarak düzenleyebilir. 

Bazı durumlarda kanser hücreleri anti-apoptotik genlerin ekspresyonunu artırarak 

veya pro-apoptotik genlerin ekspresyonunu azaltarak apoptozdan kaçabilir. Bazı 

durumlarda ise bunu pro-apoptotik proteinleri stabilize, anti-apoptotik proteinleri ise 

destabilize ederek başarırlar. Dahası kanser hücreleri anti apoptotik veya proapoptotik 

proteinlerin fonksiyonlarını fosforilasyon gibi post translasyonel olaylarla değiştirerek 

apoptozdan kaçabilir. Bu olayların biri veya bir kaçı aynı anda kanser hücrelerinde 

mevcut bulunabilir (35). Kanser hücreleri temel olarak; pro-apoptotik ve anti-

apoptotik proteinlerin dengesini bozarak, kaspaz aktivitesini azaltarak ve ölüm 

reseptör sinyal mekanizmalarını bozarak apoptozu etkiler (68). 

Bu tez çalışması ve benzeri çalışmalardan elde edilen sonuçlar ile borun 

kimyasal özelliklerinin aydınlatılması sonucu elde edilen veriler, borun medikal 

alanda kullanımı önündeki bariyerleri yavaş yavaş ortadan kaldırmaktadır. Bu alanda 

daha fazla araştırma yapılmakta ve bu araştırmalar meyvelerini vermeye 

başlamaktadır. Örneğin bor içerikli klinik kullanımdaki tek ilaç olan proteozom 

inhibitörü etkiye sahip bortezomib (Velcade ®) 2003 yılından beri başarılı bir şekilde 

multiple myelom ve Hodgkin’s lenfoma tedavisinde kullanılmaktadır. Diğer bazı bor 

içerikli ilaçlar ise klinik çalışmaların farklı fazlarında bulunmaktadır (235).  

Bu tez çalışmasından elde edilen veriler; hem 2B hem 3B kültürde, borik asit 

gruplarınında BrdU ile işaretlenme indekslerinin anlamlı olarak azaldığını; buna 

karşılık TUNEL, kaspaz 3 ve AIF ile işaretlenme indekslerinin ise anlamlı dercede 

arttığını göstermektedir. Bu durum her iki kültür ortamında da borik asitin SW-480 

kolon kanser hücrelerinde proliferasyonu inhibe ettiğini ve apoptozu uyardığını 

göstermektedir. Yine her iki kültür ortamında gerçekleştirilen gen ekspresyon 
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çalışmaları da immunohistokimyasal sonuçları destekler nitelikte bazı önemli genlerde 

ekspresyon artışlarını göstermektedir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Son yıllarda tıp ve moleküler biyoloji alanlarında yaşanan gelişmelere rağmen 

kanserle olan savaş henüz kazanılamamıştır. Ancak kanser üzerine yapılan 

çalışmaların sayısı arttıkça; hem kanserleşme sürecinde sorumlu moleküler yolaklar 

hem de tedavide hedef alınabilecek yolaklar üzerinde elde edilen bilgiler bilim 

insanlarının elini güçlendirmektedir. Tüm kanser türlerinde olduğu gibi kolorektal 

kanserlerin tedavisinde de daha etkili ve güvenilir ajanların keşfine ihtiyaç vardır ve 

günümüz bilimsel çalışmaları bu yönde ilerlemektedir. Çünkü artık kanseri tedavi 

etmek için tek başına kanser hücresini öldürmenin yeterli olmadığı anlaşılmıştır. 

Günümüz tıp anlayışında, kanser hücreleri ile olan savaşın; sağlıklı hücrelere zarar 

vermeyecek kadar seçici olması ve artık varlığı kanıtlanmış olan kanser kök 

hücrelerini hedef alacak kadar da akılcı olması gerektiği kabul edilmektedir. Seçici 

olmayan moleküller nedeniyle gelişen toksik etkilerin hasta konforunu ve tedaviye 

devamlılığı olumsuz etkilediği görülmüştür. Kanser kök hücrelerini hedef alan akılcı 

moleküllerin olmaması ise nükslere neden olan klinik tablolara yol açmaktadır. Bu 

anlamda birçok kanser araştırması, artık hücreler üzerinde hem moleküler hem genetik 

düzeyde etki profillerini incelemekte ve sorumlu yolakları ortaya çıkarmaya 

çalışmaktadır. 

Bu bilimsel gerçeklere uygun olarak bu tez çalışmasında borik asitin SW-480 

insan kolon adenokarsinom hücreleri üzerine olan etkileri araştırıldı. Borik asitin bu 

hücrelerin proliferasyonu üzerine olan etkileri BrdU, apoptoz üzrine olan etkileri ise 

TUNEL, kaspaz 3 ve AIF ile immunohistokimyasal olarak incelendi. Apoptotik 

moleküler yolakların aydınlatılabilmesi amacıyla ise; apoptozun çeşitli yolaklarında 

görev alan 84 genin ekspresyon profili qRT-PCR metodu ile araştırıldı. Bu alanda 

yapılan birçok çalışmadan farklı olarak; tüm deneyler hem iki boyutlu hem de üç 

boyutlu kültür ortamında tekrarlandı. Bu tez çalışması borik asitin kolon kanser 

üzerine etkilerini inceleyen literatürdeki ilk çalışmadır.  

Bu kapsamda yapılan deneyler sonucunda hem iki boyutlu hem üç boyutlu 

kültürde, tüm deney saatlerinde; borik asit gruplarınında BrdU ile işaretlenme 

indekslerinin anlamlı olarak azaldığı, buna karşılık TUNEL, Kaspaz 3 ve AIF ile 

işaretlenme indekslerinin ise anlamlı dercede arttığı görüldü. Ayrıca her iki kültür 
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ortamında gerçekleştirilen qRT-PCR çalışması sonucunda da immunohistokimyasal 

sonuçları destekler nitelikte bazı önemli genlerde ekspresyon artışlarını tespit edildi. 

Bu bulgular; 75 mM borik asitin SW-480 kolon kanser hücrelerinde, hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği ve apoptozu uyardığı sonucunu ortaya koymaktadır.  

Ayrıca yapılan deneyler, iki boyutlu ve üç boyutlu kültür sonuçları arasında 

hem immunohistokimyasal hem de gen ekspresyonları açısından farklılıklar olduğunu 

ortaya koymuştur. Bu bakımdan; üç boyutlu kültür sistemlerinin tümör biyolojisinin 

anlaşılmasında ve ilaç cevaplarının araştırılmasında sadece iki boyutlu kültür 

sonuçlarının yetersiz olabileceği ve bunların iki boyutlu modeller ve hayvan deneyleri 

arasındaki boşluğu dolduran değerli çalışmalar olduğu sonucu da ortaya çıkmaktadır.  

Sonuç olarak günlük diyetin bir parçası ve toksik etki yönünden güvenilir bir 

ajan olan borik asit SW-480 kolon kanser hücre hatlarında hücre proliferasyonunu 

baskılamakta ve apoptozu uyarmaktadır. Bu özellikleri ile kolon kanseri tedavisi için 

potansiyel bir anti-kanser ajan adayıdır. Yine de kolon kanserinin moleküler 

patogeneziyle ilgili birçok bilinmeyen vardır. Bundan sonra yapılacak çalışmalarda 

hem kolon kanserinin erken öngörüsü, tanısı ve tedavisi için, bu kanser türünün 

gelişimine neden olan moleküler mekanizmaların hem de borik asitin kolon kanseri 

hücrelerine etkisinin daha tedaylı yolaklar ile aydınlatılması gerektiği 

düşünülmektedir. 
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ÖZET  

Borik Asitin İn Vitro Ortamda Kolon Kanser Hücre Hatları Üzerine Etkilerinin 

İncelenmesi 

Kolorektal kanserler; bütün kanser türleri arasında görülme sıklığı bakımından; 

erkeklerde 3. kadınlarda 2. sırada yer alır. Kansere bağlı ölümler arasında ise 3. sırada 

yer alan önemli bir mortalite nedenidir. Kolorektal kanser tedavisinde mevcut tedavi 

yöntemleri ile başarı oranları oldukça düşüktür 

Günlük diyetimizin bir parçası olan borik asit; bor elementinin en sık görülen 

formlarından biridir. Bor vücuda daima borik asit olarak alınmakta ve plazmada bu 

formda bulunmaktadır. Bazı epidemiyolojik veriler borik asitin erkeklerde prostat 

kanseri; kadınlarda serviks ve akciğer kanseri görülme oranlarını azalttığına dikkat 

çekmektedir. Ayrıca borik asitle yapılan deneysel çalışmalar; doz bağımlı bir şekilde 

borik asitin bazı prostat, melanom ve meme kanseri hücre hatlarında, hücre 

proliferasyonunu azalttığını ve apoptozu uyardığını göstermektedir.  

Bu tez çalışmasında borik asitin, SW-480 insan kolon adenokarsinom hücre 

hatları üzerine olan etkileri hem 2B hem de 3B kültür ortamında BrdU, TUNEL, 

kaspaz 3 ve AIF immunohistokimyasal çalışmaları ile araştırıldı. Ayrıca apoptotik 

süreçte kilit role sahip genlerin ekspresyon profilini ortaya koymak üzere qRT-PCR 

çalışması gerçekleştirildi.  

Sonuç olarak; hücre canlılık analizlerimizde 75 mM borik asitin hücre 

proliferasyonunu 24., 48. ve 72. saatler sonunda belirgin olarak azalttığı gözlendi. 

Ardından her iki kültür ortamında da tüm saatlerde TUNEL, kaspaz 3 ve AIF 

işaretlenme indekslerinde kontrol gruplarına kıyasla anlamlı bir artış olduğu; BrdU 

işaretlenme indekslerinde ise anlamlı bir azalma olduğu tespit edildi. Ancak özellikle 

AIF de belirgin olmak üzere genel anlamda 3B kültürde işaretlenme indekslerinin 2B 

kültüre kıyasla daha düşük olduğu görüldü. Gen ekspersyon çalışmalarında da 

immunohistokimyasal bulgularla uyumlu sonuçlar elde edildi. Yine 3B kültür ve 2B 

kültür koşulları arasında gen ekspresyonları açısından belirgin bir farklılık tespit 

edildi.  

Borik asit her iki kültür ortamında da SW-480 hücrelerinin proliferasyonunu 

baskılamakta ve apoptoza neden olmaktadır. 3B modeller bir bakıma tümör 

biyolojisinin anlaşılmasında ve ilaç cevaplarının araştırılmasında 2B modeller ve 

hayvan deneyleri arasındaki boşluğu dolduran değerli çalışmalardır. 

 

Anahtar Sözcükler: 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 24th, 48th and 72th 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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