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Turkiye, dinyadaki bor madeni rezervierinin % 72’sini topraklarinda
bulundurmaktadir. Borun Oneminin artmasiyla bu biiyilk rezerv c¢esitli
alanlarda kullanilmaya baglanmistir. Bunlardan biri kuskusuz, kanser
tedavilerinde biiyiik umut vaat eden saglik alanindaki ¢aligmalardir.

Bu tez calismasinda, fare ndroblastoma (NS20Y) ve rat glioma (C6)
kanser hicreleri (zerinde susuz boraks, sodyum perborat, potasyum
perborat’in apoptotik etkisi ‘in vitro’ yontemlerle aragtirilmistir. Bor
bilesenlerinin sitotoksik etkisi MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) ve Noétral kirmizi alimi testiyle belirlenmis,
apoptotik etkisi ise kaspaz 3 ve 8 enzim aktivitesinin élgimu, mitokondri zar
gecirgenligindeki degisim ve DNA kirilmasi analizi yapilarak tespit
edilmistir.

Sonug olarak; test edilen bor bilesiklerinin NS20Y hiicre hattinda
apoptotik etkiye yol agtigi, C6 hiicre hattinda ise hiicre proliferasyonunu

azalttig1 gorilmistiir.
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Turkey has 72 % of the worlds boron reserves. The growing importance
of boron reserves have been used in various fields. One of these, of course,
researchs in field of health care that is promising in the treatment of the
cancer.

In this study, apoptotic effect of anhydrous borax, sodium perborate and
potassium perborate on mouse neuroblastoma (NS20Y) and rat glioma(C6)
cancer cell lines was analysed with “in vitro” methods. The cytotoxic effects
of boron compounds was investigated with the MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-
2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) and the neutral red uptake assays.
Apoptotic effects of boron compounds were determined by measuring the
activations of the caspase 3 and 8 enzymes, changes in mitochondial
membrane permeability and DNA fragmentations in nucleus.

As a result, boron compounds that have been tested leads to apoptotic
effects on NS20Y cell lines. On the other hands, each of the three boron

compounds inhibited the proliferation of the C6 cell lines.
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1. GIRIS

1.1. BOR

1.1.1. Borun Tarihgesi

Cogunlukla metal karakteri sergileyen bor elementi Arapga
“Burag/Baurach” ve Farsca “Burah” kelimelerinden koéken almaktadir (Abd-El-
Aziz 2007). ilk kez 1808 yilinda Gay-Lussac, Jacques Thenard ve Humphry
Davy isimli kimyagerler tarafindan bor oksit’in potasyum ile 1sitilmasiyla sadece
% 50 saflikta bor elde edilmistir. 1909 yilinda ise Weintraub E. Bor triklorr
(BCl3)’G elektrik akiminda ayristirilarak % 99 saflikta hazirlamistir (Habashi
2009; Oganov ve Solozhenko 2009).

Bor ve turevleri binlerce yildan beri bilinmekte ve en eski bor kaynagininda
Tibet golii olduguna inanilmaktadir (Woods 1994). Cinliler tarafindan MO. 800
yillarinda porselen cilasi olarak (Adair 2007), eski Misir ve Mezopotamya
uygarliklarinda ise bazi hastaliklarin tedavisinde ve oOliilerin mumyalanmasinda
kullanildig: bilinmektedir (Kaup ve ark. 2003; Gentz ve Grace 2006). Dort bin y1l
Oonce Babil’liler, altin islemede ve kuyumculukta kullanmak (zere
Himalaya’lardan bor (Tinkal, Na,B;0O7.10H,0) ithal etmislerdir (Gentz ve Grace
2006).

Tiirkiye’deki bor madenlerinin Dogu Roma Imparatorlugu devrinden beri
var oldugu ve kullamildigi tahmin edilmektedir. ilk bor minerali yataklarina
Balikesir ili, Susurluk il¢esinin Sultangayir1 bolgesinde rastlanmistir. Yurdumuzda
ilk igsletme, 1861 yilinda ¢ikarilan “Maadin Nizannamesi” uyarinca, Fransiz bir
sirkete verilmis ve algitasi olarak isletilmistir (Eti Maden 2011). 1978 yilinda bor
madenlerinin devlet tarafindan isletilmesine karar verilmistir. Glnlmuzde Eti
Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii borun iiretimi, yatirimi ve pazarlanmasi
konusundaki tiim aktiviteleri yerine getirmektedir. Dinya bor rezervlerinin %
72’sine sahip olan Tiirkiye’nin bor talebi yaklasik 400 yil karsilayacagi tahmin
edilmektedir (Christogerou ve ark. 2009).



1.1.2. Borun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Metalle ametal arasi, yari iletken 6zellige sahip olan bor elementi, amorf ve
kristal olmak iizere iki allotropik yapi gostermektedir (Habashi 2009). Peryodik
cetvelin 3A grubunun ilk ve en hafif Gyesidir. Atom numarasi 5, atom agirligi
10,8 g/mol olan bu element “B” simgesi ile gosterilmektedir (Cizelge 1.1). Bor
elementi anyonik 6zelligiyle birlikte ¢cok yliksek iyonizasyona sahiptir (Shibli ve
Srebnik 2006).

Bor elementi ®B, 1B, 'B, 1°B, °B izotoplarindan olusur ve sadece % 19,10-
20,31 oraninda bulunan '°B ve % 79,69-80,90 oraninda bulunan B kararli
izotoplardir. Tiirkiye’deki bor cevheri yataklarinda °B izotop orami yiiksektir

(Boren 2011).

Cizelgel.1. Bor elementinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Eti Maden 2011)

Ozellik Degeri
Atom Numarasi 5
Atom agirhigi (g/mol) 10,811+0,005 veya 0,007
Yogunluk (kg/m®) 2,84
Molar Hacim (cm®) 4,39
Ergime noktasi °C 2300
Mobhs sertligi (elmas-15) °C 9,3
Kaynama noktasi °C 3660

Bor elementinin kimyasal 6zelligi morfolojisine ve tane biiyiikliigiine gore
degiskenlik gosterir. Mikron ebadindaki amorf bor kolaylikla ve bazen siddetli
olarak reaksiyona girerken kristal bor kolay reaksiyon vermez (Sahin ve Agirtas
2008).

Dogada yaklasik 200 gesit bor minerali oldugu (Mergen ve Demirhan 2009)
bilinmekle beraber diger elementlere olan yiiksek kimyasal ilgisi nedeniyle bor
dogada serbest halde bulunmaz. Yaklasik 150 adet bor minerali iceren element

vardir ve bu bor iceren minerallere borat ismi verilir (Ozkan ve ark. 1997).



Yerkabugunda en ¢ok bulunan 51. element olan bor, tath sularda 0,01-1,5
ppm, deniz suyunda 0,5-9,6 ppm ve toprakta 10-20 ppm araligindaki
konsatransyonlarinda, kristal ya da amorf yapida bulunmaktadir (Woods 1994).

Bor genellikle; volkanik ve hidrotermal aktivitesi fazla olan kurak
bolgelerde gorulmektedir. Konsantrasyonun fazla oldugu bu yerlerde, bor
kaynaginin olusumunda volkanik aktivite etkilidir. Bu bdlgeler ¢oziinmek icin gol
gibi su kdtlesinin ve evaporasyon kosullarinin olusmasi (¢okelme noktasinda
cozeltiyi konsantre eden) kolay ¢6ziinebilen bor minarelerinin korunmasi igin
koruyucu tortul tabaka olusumuna gereksinim duymaktadir (Helvaci 2004;

Meacham ve ark. 2007; Gmeling ve ark. 2007).

1.1.3. Bor Uriinlerinin Bashica Kullanim Alanlar

21. ylizyilin elementi olan borun, temizlik maddelerinden uzay teknolojisine
kadar uzanan genis bir yelpazede 500’e yakin kullanim alan1 bulunmaktadir.

Tarimda, bitkilerin gelisebilmesi i¢in gereksinim duyduklar1 temel besin
maddelerinin yam sira mikrobesleyicilere de ihtiyag duymaktadirlar. Ilk kez 1910
yilinda borun, yiliksek bitkiler icin dnemli mikrobesleyici oldugu kesfedilmis
(Dembitsky ve ark. 2002) ve ardindan 1923 yilinda Warington, bakla bitkisinin
saglikli biiylimesi i¢in diisiik konsantrasyonlarda bora ihtiya¢ oldugunu rapor
etmistir (Josten ve Kustchera 1999). Bu yoniiyle giibre olarak 1 ppm oraninda
topraga uygulanan bor bilesenlerinin mera bitkileri hasatinda % 13 artis sagladigi
goriilmiistiir (Demirtag 2006).

Ahsap yap1 malzemesinin; yangindan, hasere ve mantar gibi zararli
faktorlerden korunmasi i¢in 6n korumaya alinmasi gerekmektedir. Ahsabin 6n
korumasinda bor bilesenleri karisimi (boraks ve borik asit) kullanilmaktadir
(Sivrikaya ve Saragbasi 2004). Borun yangin geciktirici 6zelligi kumas ve kagit
tizerinde ¢alismalar yapilmis ve bor katkili maddelerin tekstil {iriinlerinde basarili
sekilde uygulandig1 gorilmiistiir (Dogan ve Bayramli 2010; Marney ve Russell
2008; Yalinkilic ve ark. 1998). Ozellikle itfaiye, polis, asker kiyafeti gibi
fonksiyonel elbiselerde bor katkili elyaflarin yanmaya direng olusturacagi

diistintilmektedir (Ayrilmis 2007).



Bor, enerji alternatifi konusunda da One ¢ikmaya baslamistir. Gelecegin
yakiti olarak goriilen hidrojenin depolanmasi konusunda avantaj saglayan sodyum
bor hidriir, yakit pilleri tiretiminde kullanilmaya baslanmistir (Celik ve ark. 2008;
Uslu 2007). Hu (1998) ve Yu (2003) adli bilim adamlarinin yapmis olduklar
calismalarda, farkli alasimlara ilave edilen borun, hidrojen depolama
performansini arttirdigi rapor edilmistir (Fakioglu ve ark. 2004).

Borun insan saghg i¢in Onemli bir element oldugu yapilan yeni
aragtirmalarla gosterilmeye baslanmistir. Magnezyum, kalsiyum ve fosfor’un, D
vitamini metabolizmasi i¢in 6nemli oldugu bilinmekle beraber osteoporoz, eklem
iltihab1, depresyon, halsizlik, baz1 sinir hastaliklar1 gibi sikayetlerin tedavisinde de
bor aktif olarak kullanilmaktadir (Chapin ve ark. 1997; Bronner 2008; Hakk1 ve
ark. 2010). Ayrica, D vitamini ve kalsiyumun, kolorektal (kalinbagirsak ve sonu)
kanser gelisimini baskiladigina yonelik bir ¢alisma referans alinarak bor
elementinin bu mineral ve vitamin iizerindeki mekanizmasiyla kolorektal kanser
olusumunu dolayli da olsa engelleyebilecegi diistiniilmektedir (Lamprecht ve
Lipkin 2001). Ayrica kesinlesmis bir tedavi yontemi olmamakla birlikte beyin
(Nagakawa 2009), meme (Yanagie ve ark. 2009), prostat (Yasui ve ark. 2010),
kolon (Dagrosa ve ark. 2011), troid kanseri (Dagrosa ve ark. 2007) gibi gesitli
kanser tlrlerinde Bor Noron Yakalama Tedavisi (BNCT; Boron Neutron Capture
Therapy) uygulamasi yeni bir umut olmustur. Ayrica bor; bakteri, maya ve kiflere
kars1 bakteriostatik, bakteriosidal, fungistatik ve fungisidal 6zelliklerinden dolay1
antibakteriyel ve antifungal madde olarak kullanmak (zere ila¢ endustrisinin ilgi
alani haline gelmistir (Porter ve ark. 1969; Van Slyke ve ark. 1981; Kahyaoglu ve
ark. 2009).

Borun antioksidan madde oldugu da bazi c¢alismalarla gosterilmistir.
Geyikoglu; insan lenfositlerinde yaptig1 ¢alismada, vanadyum tetraoksitin DNA
tizerindeki zararli etkisinin ¢esitli bor bilesenleriyle engellendigini ortaya
koymustur (Geyikoglu ve Turkez 2008). Diger yandan, Tiirkez ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada da, kandaki agir metallerin (arsenik trioksit, kadminyum
kolarid, civa klorurr) genotoksit etkilerine karsi bor bilesenlerinin (borik asit,
boraks, kolemanit, tleksit) antioksidan 6zelligi sergiledigi gosterilmistir (Tiirkez
ve ark. 2010).



Bor bilesikleri ¢esitli endistrilerdeki iiretim asamasi ve kullanim alanlari

g0z Oniine alinarak 3 gruba ayrilmistir. Bu gruplar: ham bor, rafine bor ve ug

urunlerdir (Acarkan 2002; Mergen ve Demirhan 2009).

Ham bor Grunleri

Ham bor diinyada Uretilen bor rezervlerinin zenginlestirme isleminden
sonraki halidir. Ham bor iiriinleri % 90 dolayinda borik asit, boraks penta ve
dekahidrat gibi rafine bor Urtinleri iiretiminde kullanilmaktadir. Bunun yani sira
cam elyafi, borosilikat cam, borlu celik, metaliirji ve niikleer uygulamalarda

kullanilmaktadir (Acarkan, 2002) (Cizelge 1.2).

Cizelgel.2. Ham bor drunleri (Batar ve ark. 1998; Acarkan 2002)

Urin Formdil

Tinkal konsantre Na,B,07.5H,0
Uleksit konsantre Na,CaBs0,.8H,0
Kolemanit konsantre Ca,B011.5H,0

Ogiitiilmiis kolemanit
Hidroborasit konsantre CaMgB¢0O,,.6H,0
Szaybelit konsantre Mg.B,0s.H,0

Rafine Bor Urinleri

Bor mineralleri genel olarak rafine bor bilesenlerine (Cizelge 1.3)
doniistiiriilerek  kullanilmaktadir. Rafine bor iiretimi icin kullanilan boraks
(NazB407-10H,0), tinkalin islenmesiyle elde edilmektedir. Gegis iirlinleri seklinde
siralanan; boraks pentahidrat, boraks dekahidrat, susuz boraks ve sodyum
perborat da borakstan tretilmektedir (Simon ve Smith 2000; Giyaguler 2001).

Rafine bor driinlerinin temel kullanim alanlar1 olarak, cam ve cam elyafi,
sabun ve deterjan, seramik, yangin geciktirici gerecler, gibre, ilag, kozmetik ve
dis beyazlatma iiriinlerinin tiretimi, niikleer uygulamalar ile metaliirji, elektronik
ve bilgisayar sanayi dallar1 sayilabilir (Woods 1994; Bourbigot ve Salvesen 2007;
Kurama ve ark. 2007; Oner 2007).



Cizelgel.3. Rafine bor driinleri (Uslu 2007)

Uriiniin Ad1 Formili
Borakspentahidrat Na,B,07.5H,0
Boraks dekahidrat Na,B,0;.10H,0
Susuz boraks Na,B,0-;
Borik asit H;BO,
Susuz borik asit B,0;
Sodyum perborat NaBO3
Sodyum metaborat NaBO,

Ug Uriinler

Uc drinler ileri teknoloji gerektiren uygulamalarla ham ve rafine bor
urtnlerinden elde edilmektedir. Belli basli ug iiriinleri arasinda elementer bor, bor
karbdr, bor nitrir ve bor alagimlari (demirli, nikelli ve kobaltli)) sayilabilir
(Acarkan 2002). Elementer bor, potasyum kloriir ve potasyum floriiriin erimis
karisiminda ¢6ziinen potasyum floroborattan tiretilmistir (Jain ve ark. 2008). Bor
karbiiriin B* izotopunca zengin bor bilesigidir. Yiiksek sicakliga dayaniklidir ve
notron absorbsiyon yetenegi vardir. Ayrica maliyetinin diisiik olmas1 bor karbiir
uygulamalarina imkan saglamaktadir (Chen ve ark. 2005). Bor nitrirln kristalize
hali olan kiibik boron nitriir, en ¢ok kullanilan formudur ve elmastan sonra ikinci
en yiiksek sertlige sahiptir (Ronning ve ark. 2000). Uc¢ Uriinler gogunlukla
endiistri, mekanik, eletronik uygulamalarda ve askeri araglara dayaniklilik
kazandirmasi amaciyla kullanilmaktadir (Bello ve ark. 2005; Eichler ve Lesniak
2008)



Bor ayrica;

= Fiber Optik

= Patlayic1 Maddeler (havai fisek vb.)

= Antifirizler, hidrolik yaglar

= Petrol Boyalari, yanmayan ve erimeyen boyalar, tekstil boyalari

= Zimpara ve agindiricilar

= Kompozit malzemeler

= Manyetik cihazlar

= [leri Teknoloji Arastirmalar1 (molekiiler biyoloji vb.) gibi alanlarda da
kullanilmaktadir (Irmak 2006; Oner 2007) .

1.1.4. Deneyde Kullanilan Bor Bilesenleri ve Ozellikleri

1.1.4.1. Susuz boraks ( Na;B40O-)

Susuz boraksin (Cizelge 1.4) iiretiminde kullanilan ham madde borakstir ve
Tiirkiye’de en biiyiik boraks tiretimi Kirka (Eskisehir) ilgesinde yapilmaktadir
(Kurama 2007). Susuz boraks (disodyum tetraborat), boraks hidratlar olarak
bilinen boraks dekahidrat ve boraks pentahidrat bilesiklerinden elde edilmektedir
(Biyikoglu ve Yeksan 2008; Sahin ve ark. 2005).

Cizelgel.4. Susuz boraks fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Biyikoglu ve Yeksan 2008)

Icerik Deger
Formuliu Na,B,0O7
Molekiiler Agirlig: 201.27 g/mol
B,03; % min. 68.00 min.
Na,O % min. 30.27 min.
Suda ¢oziiniirligi, g/100 g, 25°C 2,559
Erime Noktasi 741- 760 °C
Kaynama Noktas1 1571°C
Renk Beyaz




Rafine bor drinlerinden olan susuz boraks uzay teknolojisi, metalurji,
emaye ve sir kaplama sanayi; gilibre, cam, cam elyafi, sabun ve deterjan, yangin
geciktirici, antiseptik ve kozmetik drtnlerinin Gretimi alanlarinda kullanilmaktadir
(Stefanov 2000).

Atik sularda biriken kursun, civa ve kadminyum gibi toksik maddelerin
ortadan kaldirilmasinda, sanayi atiklarindan agir metallerin ayrilmasi isleminde,
temiz ve tilkenmeyen enerji kaynagi olan hidrojenin depolanmasinda kullanilan
sodyum borohidrit (NaBH,), susuz borakstan sentezlenmektedir (Alibeyli ve ark.
2011; Kayacan ve ark. 2011).

1.1.4.2. Sodyum perborat (NaBO3)

Rafine bor iiriinii sodyum perborat, yaklasik % 90’1 Kirka (Eskisehir)
ilgesinde islenmektedir (Barth 1998). Soydum perborat; beyaz, kokusuz, suda
cozllebilen, toksik kimyasal bilesendir. Monohidrat (NaBO3.H,0), trihidrat
(NaB0O3.3H,0), tetrahidrat (NaBOs3.4H,0) halleri kristalizedir. Monohidrat ve
tetrahidrat formlari ticari olarak biiyiik dneme sahiptir (Ipekoglu ve Polat1987).

Sodyum  perborat; immunoserolojik  (serumda antikor aranmasi)
yontemlerde, bazi1 antikor calismalarinda ve ELISA testi icin gelistirilen fosfat
sitrat tampon bilesiminde kullanilmaktadir (Shen ve ark. 2003; Boundet ve ark.
2001; Cooke ve ark. 2003).

Sodyum perborat, ayrica; tarimda bocek oldiiriicli ilag olarak kullanilan
organofosfat bilesiginin topraktan ve atik sulardan temizlenmesi igin
kullanilmaktadir (David ve Seiber 1999). Sodyum perboratin i¢erigindeki hidrojen
peroksit agartic1 etkisine sahiptir ve bundan dolayr sodyum perborat, dis
beyazlatma soliisyonlarina, dis macunlarina (Joiner 2006; Joiner 2007), deterjan
ve tekstil driinlerine (Fung ve ark. 2007) ilave edilmektedir. Ayrica; deodorant,
sa¢ yapimi maddeleri, bidon boyalari, dezenfentan ve leke c¢ikaran maddelere

ilave edilmektedir (Simon ve Smith 2000; Stimer 2004; Sahin ve Agirtas 2008).



1.1.4.3. Potasyum perborat (K;B,0¢.H,0)

Potasyum hidroksit, hidrojen peroksit ve dipotasyum tetraborat
pentahidratin birbirleriyle etkilesimi sonucu iiretilmektedir (Kalin 2005). Gugll
oksitleyici ajan olan potasyum perborat bu Ozelligi ile sa¢ boyalarinda
kullanilmaktadir (Takeshi Oishi ve ark. 1998).

Potasyum perborat, insanlarda gorilen enfeksiyon hastaligi amebiyazisin
tedavisinde kullanilan antiseptik ¢ozelti kimyasallarindan biridir ve bu
kimyasallar arasinda sodyum perborat da yer almaktadir (Laso 1981).

Chupla ve caligma arkadaslar1 sodyum ve potasyum perborat ile igne
yaprakli agaglardan elde edilen kagit hamurlarinin agartilmasi iizerine yapilan
calismalarda, hidrojen peroksitin parlatma, diren¢ gosterme Ozellikleri zerinde

potasyum perboratin daha etkili oldugu belirlemistir (Kalin 2005).

1.1.5. Bor ve Kanser

Bor minerali, hayatimizin her noktasinda karsimiza c¢ikmaktadir.
Yiyeceklerde, kullandigimiz temizlik ve kozmetik Uriinlerinde, emaye kapl tava
ve tencerelerde, bilgisayar teknolojisinde ve daha bircok sektorde
kullanilmaktadir.

Bor; tip, biyoloji, fizik, kimya alanlarinda basarili bir sekilde uygulanmaya
baslanmigtir. Kuskusuz, insan sagligi i¢in borun kullanim alanlari daha fazla
dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle son yillarda, kanser tedavilerinde bor iceren
bilesikler yeni bir umut 1s181d1r. Borun kanserle olan miicadelesi néron yakalama
tedavisiyle (BNCT) baslamistir. 1968°de Japonlar tarafindan kullanilan yontem,
su an giniimiizde en riskli beyin tiimoérleri tedavisinde uygulanmaktadir
(Nakagawa ve Hatanaka 1997). Bu yontemin temeli; notron bombardimani
sonrasinda kanserli dokuya ulasan ve pargalanan bor’un kanserli hiicreleri yok
etmesi prensibine dayanir. Termal nétron (disiik enerjili nétron) ve cekirdekteki
kararli bor izotopu (*°B) arasinda meydana gelen reaksiyon sonucu, yogun iyonize
ve yiiksek biyolojik etkinlige sahip Helyum (He) ve Lityum (Li) ¢ekirdekleri
meydana gelmektedir (Sauerweina ve Zurlab 2002; Nakagawa ve ark. 2009).

Timor hiicrelerini hedef alan yiiksek enerjili ¢ekirdekler, hiicre DNA’sina zarar
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vererek bolinmesini engellemektedir (Azab ve ark. 2006; Yamamoto ve ark.
2009). BNCT, beyin tiimorlerinin yani sira; meme, troid, kolon kanserlerinde de
kullanilan bir yontemdir (Dagrosa ve ark. 2007; Dagrosa ve ark. 2011; Yanagie ve
ark. 2009).

Scorei ve arkadaslar;; MDA-MB-231 insan meme kanser hiicrelerinde,
kalsiyum fruktoborat ve borik asitin apoptotik yolagin aktivasyonu iizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Sonu¢ olarak; her iki bor bilesiginin hicre
proliferasyonunu  engelledigi  rapor  edilmistir. ~ Kalsiyum  fruktoborat
uygulamasinda p53 ve bcl-2 proteinlerininin miktarinda azalma, prokaspaz-3
proteinin uyarilmasi, kaspaz 3 aktivitesinde artis, sitozolde ki sitokrom-c
miktarindaki artis gibi bulgular apoptotik yolagin tetiklendigini gdsterdiginden,
yalnizca kalsiyum fruktoboratin apoptoza neden oldugu borik asitin apoptotik
etkiye sahip olmadigi sonucuna varilmistir (Scorei ve ark. 2008). Bir diger
calismada, borik asitin prostat kanser hiicre hatti DU-145’in proliferasyonunu
baskiladigi ve bunun yaninda mitokondriyel fonksiyonu olumsuz etkiledigi ve
hlicre dongusiini bozarak hiicreyi 6liime stirtikledigi rapor edilmistir (Barranco ve
ark. 2006).

Yapilan tim bu aragtirmalarin sonuclar1 kanser tedavisi i¢in heyecan
uyandirmaktadir. Bundan dolay1 farkli bor bilesiklerinin gesitli kanser doku ve
hiicreleri lizerindeki etkileri arastirilmaya baslanmistir. Borun endiistri alanindaki
kullaniminin yaninda saglik ve tip sektoriinde de yeni umutlar getirmesi, bor

bilesiginin 6nemini blyik 6l¢lide artmistir.

1.2. KANSER

Kanser tarih boyunca insanoglunu etkisi altina almistir. Eski Misir’daki
insan mumyalari, fosillesmis kemik tiimorleri ve eski el yazmalar1 kanserin o
zamanlarda da var olduguna dair birka¢ kanittir. Yaklagik 160 yi1l 6nce Alman
mikroskop uzmani Johannes Mueller kanserin hiicrelerden olustugunu
gostermistir ve normal hiicre ile kanserli hiicre arasindaki 6zgiin farki ortaya
koyacak hiicresel degisiklikleri aramaya baslamistir (Haggard ve Smith 1938(a);
Haggard 1938(b)).
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Kanser vakalarinin sayisal verilerine bakacak olursak, diinya capinda
Olimlerin % 10’una kanser sebep olmaktadir. 2000’li yillarda, diinya capinda
yaklasik 11 milyon insanda kanser goriilmiistiir ve bunlar1 yaklasik 7 milyonu
hayatin1 kaybetmistir (Parkin ve ark. 2005). Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO;
World Health Organization) en son yaptig istatistiklere gore her yil diinyada 7,6
milyon insan kanserden Olmektedir. Diisiik ve orta gelirli iilkelerde kanser
goriilme oran1 gelismis iilkelere gore % 72 daha fazladir. 2030 yilina kadar diinya
capinda kansere yakalanmis kisi sayisinin tahminen 17 milyona c¢ikacagi

ongorulmektedir (Diinya Saglik Orgiitii (WHO 2010) www.euro.who.int).

1.2.1. Kanser Gelisimi ve Fizyolojisi

Kanser kelimesinin kokeni, tibbin babasi olarak bilinen, Yunan hekim
Hipokrat’a(M.O. 460-377) kadar dayanir. Viicut yiizeyinde gelisen, kirmizi,
agrili, sicak ve yavas biiyiiyen sisliklere “carcinos” ve “carcinoma” terimleri ilk
kez Hipokrat tarafindan kullanmistir. Galen (M.S. 2.ylzyil) ise hiicreleri yengece
benzeterek kanser adini1 vermistir (Atici1 2007).

Normal vicut hucreleri biiyiir, boliinlir ve sonunda oOliir. Yasamin ilk
yillarinda, hiicre boliinmesi ¢ok hizli olmasina karsin yetiskinlikten sonra
hiicrelerin boliinme hizi giderek yavaslamaktadir. Dokulardaki normal hiicreler,
yipranmis veya yasam faaliyetini yitirmis hiicrelerin yerini doldurmak icin
boliiniir, gelisir ve bdylece doku biitiinliigii korunur (Levin ve Boyle 2008).
Kanserli hiicrelerde boyle kontrollii bir bolinmeden ve doku biitiinliigiinden
bahsetmek miimkiin degildir.

Kanser; cevresel ya da genetik faktorlerin etkisiyle, apoptoz ve hicre
boliinmesinde gorev alan genlerin mutasyona ugramast sonucu, hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasi seklinde tanimlanmaktadir. Kontrolsiiz boliinmeyle siirekli
cogalan hiicreler, dokularda kiimelenmis tiimorleri olusturmaktadirlar. Olusan
tumorlerin yayilip yayllmamasina gore kanser iki gruba ayrilmaktadir. Malignant
tiimorler; kanserli hiicreler, kan ve lenf sistemiyle viicudun diger bdlgelerine
tasinarak ¢ogalmasiyla (metastaz) olusmaktadir. Bening tlimorler ise yayilma
Ozelligi gostermeden olustugu dokuda gogalmaya devam etmektedir (Bertram
2001; Cooper ve Hausman 2004).
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Kanser hiicrelerinin en temel 0&zelligi olan kontrolsiz ¢ogalmanin
mekanizmasini agiklamak igin kanserli/normal hucre dongusunu incelemek
gerekir. Hiicre dongiisii ve fazlar1 ilk kez 1951 yilinda Howard ve Pele tarafindan
tamimlanmustir (Golias ve ark. 2004). Normal hiicre dongusiinde; Go, G; (interfaz),
S (sentez fazi), G, ve M (Mitoz) fazi bulunmaktadir. Gg fazi, dinlenme fazidir ve
hiicre biiyiime faktorii ile uyarilmadig siirece farklilasmis hiicreler bu fazda
beklemektedir. G; fazinda RNA ve protein sentezi, S fazinda DNA replikasyonu
gergeklesmekte ve DNA sayist iki katina ¢ikmaktadir. S fazindan mitoza kadar
gecen peryod G, fazi olarak adlandirilmaktadir. Hiicre boliinmesinin son safhasi
olan mitozda hiicre sayis1 iki katina ¢ikmaktadir (Collins ve ark. 1997; Park ve
Lee 2002; Lewin 2004). Surekli boliinmek i¢in uyar1 alan hiicrelerde mitozdan
sonra dongu; Gy, S, G, fazlar seklinde tekrarlanmaktadir (Vermeulen ve ark.
2003).

Hiicre dongiisiiniin hasarsiz ve diizgiin isleyebilmesi i¢in, kritik bolgelerde
kontrol noktalar1 vardir. Bu kontrol noktalari; G1-S, S, G,-M gibi faz gecislerinde
ve metafaz-anafaz arasindadir. Herhangi bir sebeple; DNA’da hasar meydana
gelmisse, hiicre dongiisii durdurulmakta ve DNA tamir edildikten sonra, dongii

normal islevine devam etmektedir (Lukas ve ark. 2004; Cabadak 2008).

Mitotik kontrol )
G2 kontrol \‘—_h / Go
- 'f_‘____, = ,‘H\ :

noktasi \-/
i

- H\\ \‘;‘ 'I.'I
IIII.' ; / \\..Il ."ll o /
I. |l |I G 1 1
':G 2 I'. | |
|\ L1 _|' Il|
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\\ B e //

H“'\-\____-_s_-__'_.l-’---'/ "-\
T G1/S kontrol noktasi

S kontrol noktasi

Sekil 1.1. Hiicre dongisi ve kontrol noktalar1 (Garrett 2001)

Hicre dongusinin 6énemli elemanlarindan olan siklin, siklin bagimli
kinazlar (Cdk; cyclin dependent kinase), siklin bagimli kinaz baskilayicist (CKI;

cyclin dependent kinase inhibitor) dongiiniin kontrol noktalarinda gorev
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almaktadir. Siklin (Siklin A ve B) ve Cdk (Cdk 2,4 ve 6) kompleksinin (Glines
2006) rolii, hiicre dongiisii asamalarinda gorev alan proteinlerin fosforilasyonunu
saglayarak dongiiniin ilerlemesini kontrol etmektir (Garrett 2001). CKI ise siklin
ve Cdk’nin etkilesimini baskilayarak hiicre dongiisiini G1 ve S evresinde
durdurmaktadir (Sielecki ve ark. 2000).

Hiicre dongulsune, tiimor baskilayict (p53 ve Rb) genler ve Her 2, Ineu, ras,
raf, myb, ¢ myc gibi ¢esitleri olan proto-onkogenler olmak tizere 2 gen ailesinin
etkisi bulunmaktadir. Proto-Onkogenler hiicre dis yiizeyinde biiyime faktori ve
ligandlar olarak; hiicre i¢ zarinda, reseptor olarak; sitoplazmada, ¢ekirdek ile zar
arasinda iletisimi saglayan yap1 olarak; c¢ekirdekte, gen ifadesine katilan
transkripsiyon faktor olarak etkinlik gostermektedirler. Tiimor baskilayici genler
ise kanser olusumunu engelleyen transkripsiyon faktorleri ifade etmektedir. Bu
genlerde meydana gelecek mutasyon veya gen ifadesindeki bozulmalar dogrudan
ya da dolayli olarak hiicre dongusinu etkileyerek kanser olusumunu
tetiklemektedirler (Lehman ve ark. 1991; Diamandis 1997).

Proto-onkogenlerde meydana gelecek mutasyonlar bu genlerin onkogen
olarak isimledirilmesine neden olmaktadir. Onkogenler arasinda en 6nemlisi ras
onkogenidir. Ras genindeki mutasyonlar insanda olusan kanserlerinin yaklasik %
20’sinde gorulmektedir (Downword 2002). Ras proteini hiicre zarmin ig
yiizeyinde yerlesmis ve GDP (Guanin difosfat)’ye bagl bir sekilde inaktif formda
bulunmaktadir. Hiicre yiizeyinden gelen uyariyla GDP’yi GTP (Guanin
trifosfat)’ye doniistiirerek aktif halde gelmektedir. Aktif Ras, sinyal iletimi igin
birkag¢ yolak kullanmaktadir. Bu yolaklarin sonunda ras proteini, hiicrede hayatta
kalma islevi, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, hiicre dongiisiiniin devamu,
apoptoz, translasyon gibi hticre icin énemli mekanizmalar1 diizenlemektedir. Ras
geninde meydana gelen mutasyonlar Ras proteininin siirekli GTP’ye bagli halde
ve aktif formda kalmasini saglayarak, strekli bir mitojenik uyari iletmektedirler
(Malumbres ve Barbacid 2002).

Timor baskilayict gen Orind olan p53, hiicre dongusiinde ve apoptozda
etkin olan bir proteindir. insanda olusan kanserlerinin % 50 den fazlasini p53 geni
mutasyonu olusturmaktadir (Vermeulen ve ark. 2005). DNA hasarlarinda p53
protein hiicre donglsund G; fazinda inhibe eder ve hasarin diizeltilmesi igin

hiicreye zaman kazandirir. Eger hasar onarilamayacak kadar goksa, p53 hicreyi
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apoptoza suriklemektedir (Sadiquov 2001). p53 geninde meydana gelecek olan
mutasyon veya p53 proteinini inhibe edecek baska faktorler, hiicre déngusinin
kontrol mekanizmasinin bu basamagini etkisiz birakmakta ve DNA hasari
onarilmadan hiicre déngusine devam etmektedir (Vermeulen ve ark. 2003).

Retinoblastoma tiimor baskilayict gen (Rb) hicre dongusiniin en ¢cok G
fazinda etkinligini gOstermektedir. Rb proteini transkripsiyon faktori olan
E2F’nin aktivasyonunu diizenlemektedir. S fazinda kullanilacak proteinler E2F
transkripsiyon faktorii sayesinde sentezlenmektedir. Rb genindeki bir mutasyon
sonucu hatali olarak sentezlenen bir protein Rb proteini E2F’yi inaktif
edememekte ve siirekli S fazi i¢in protein sentezlenerek ve hicrenin diizensiz
bolinmesine neden olmaktadir. Rb geninde meydana gelen bu mutasyon,
insanlarda glioblastoma ve retinoblastoma kanserlerine neden olmaktadir
(Weinberg 1995; Giines 20006).

1.2.2. Beyin Kanseri

Beyin kanseri 0©zellikle c¢ocuklarda kanserden kaynaklanan o6limlerin
basinda gelen nedenlerden biridir. Kanser tedavilerindeki gelismelere ragmen
beyin kanserinin tedavisi oldukga zordur ve halen etkili bir ilaci olmayan tiimorler
grubuna girmektedir. Beyin kanseri primer (kék htcre) beyin hicrelerinin
anormal gelisim gostermesiyle olusabilecegi gibi metastaz yetenegine sahip
kanserli hiicrelerin diger organlardan kan dolasimiyla beyine go¢ etmesi
sonucunda da olusabilir (Singh ve ark. 2003; Vescovi ve ark. 2006).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansinin (International Agency for Research
on Cancer) 2008 kanser raporunda; yaklasik 13 milyon insanda kanser goériilmiis
ve yaklasik 8 milyon insanin hayatini kaybettigi bildirilmistir. Arastirmada beyin
kanseri vakalart her 100.000 kisinin 238’inde goOruldiigii ve sadece 64’Unin
hayatta kalabildigi rapor edilmistir. Beyin kanseri diger kanser gesitlerine gore
goriilme sikligi en az fakat 6liim orami yiiksek kanser c¢esitidir (Ferlay ve ark.
2010).

Beyin kanseri tiimérleri birkag cesit olmakla birlikte Diinya Saghk Orgiitii
glioblastoma ve ndroblastoma kanserli hiicreleri sirasiyla astrosit ve embriyonel

beyin tiimori sinifi igerisine dahil etmektedir (Vescovi ve ark. 2006).
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1.2.2.1. Rat glioma kanser hucresi (C6)

Glial tumorler santral sinir sisteminin ttimarlerinin en biyuk grubudur. Glial
timorler en sik beynin 6n lobunda sonra ve temporal bolgede gorilmektedir. Bu
kanser, turtinde glioblastoma multiforme (GBM) tumor hiicrelerinin merkezi sinir
sistemine sizmasiyla norolojik fonksiyon kaybina ve sonunda da 6liime yol
acmaktadir. Beyin tlimoérlerinin yaklasik % 60 kadarmi glioma kanserleri
olusturmaktadir (Gazi ve Tapul 2006). Glioma kanser arastirmalarinda; gekirdek
cesitliligi (nuclear pleomorphism), yiksek mitotik aktivite, nekrotik ve kanama
bolgelerin varligi gibi insan glioma kanserlerine benzerlik gosterdigi i¢in C6 rat
glioma hiicresi kullanilmaktadir (San-Galli ve ark. 1989; Gazi ve Tapul 2006).
Ayrica C6 rat glioma tim0r insan glioblastomasinin tipik histolojik 6zelliklerini
sergilemektedir (Kemerli ve ark. 2003).

C6 rat glioma hcresi, nitrézoure (alkillestirici, antmeoplastik bir ilag grubu)
maruz kalan Wistar-Furth cinsi ratlardan elde edilmistir (Teicher 2006). C6
hiicreleri yeni dogan si¢anlarin beyinlerin icine enjekte edildiginde, glioblastoma
multiform (GBM) huicrelerine morfolojik olarak ¢ok benzemektedir (Ozog ve ark.
2002; Lin ve ark. 2008).

C6 glioma hicresinin beyin iginde yildiz seklinde glial destek dokusu olan
astrosit’ten koken aldigina inanilmakta ve astrositoma olarak smiflandi-
rilmaktadir. Astrositler kan-beyin bariyerinde ¢ok 6nemli rolii vardir ve tipki bir
filtre gibi beyni korumaktadir. Astrositlerde meydana gelen gen kayiplari,
amplifikasyon ve nokta mutasyonlar1 hiicrenin tiimor hiicresine doniismesine
neden olmaktadir. Bu tiimo6r hiicrelerinden olan C6, kan damarlarini ¢evreleyen
endotel zar yiizeyinde gelismektedir (Grobben ve ark. 2002).

Beyin tiimorlerinde cerrahi ve 151n tedavisi uygulamalarinin bu tiimorlerin
tedavisinde etkili olmadiginin tespitinden sonra bu tiimérler iizerinde yaklasik 20
yildir potansiyel kemoterapotik, genetik, immiinolojik tedavi metotlar1 denenmeye
baslanmustir (Sibenaller ve ark. 2005; Kemerli ve ark. 2005). Fan ve arkadaslar;
akrep zehiri olan BmKCT (Buthus martensii Karsch Chlorotoxin-like Toxin)’nin
C6 hiicre biiylimesini baskiladig1 ve metastazini 6nledigini rapor etmistir (Fan ve

ark. 2010). C6 hucresinin bitkisel ilag zerdegalin aktif bileseni olan kurkumin
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(Curcuma longa) ile muamelesi sonucu, hiicrede apoptozu tetikledigi ve bunun

sonucu olarak hiicre populasyonunu azalttig1 gozlenmistir (Fong ve ark. 2010).

1.2.2.2. Fare ndroblastoma kanser hiicresi (NS20Y)

Noroblastoma cocuklarda en sik goriilen solid timor olmakla birlikte
cocukluk cagi kanserlerinin yaklasik % 9’unu olusturmaktadir (Seeger ve ark.
1977; Thiele 1998). Sempatik sinir sisteminin sinir ucu hicrelerinde gorulen
timorler (Pahlman ve ark. 2004) olan néroblastoma tumérleri, N-myc gen
amplifikasyonu ve kromozom 1’in kisa kolunundaki genlerin yeniden
diizenlenmesi ya da kaybi gibi en karakteristik sitogenetik degisimlere sahiptir
(Thiele 1998).

NS20Y hiicresi, C1300 noéroblastoma hiicresi ile A/J fare susuyla
tiretilmistir (Fishman ve ark. 1997). Bu tiimoérler, beynin korteks kisminda yer
almakta (Tang ve ark. 2009) ve koloni seklinde goriilmektedir (Merad-Boudia ve
ark. 1998).

Kanser tedavisinde asil amag; kanserli hiicrelerin hepsini ve timor
gelisimine maruz kalmis dokular1 ortadan kaldirmaktir. Cogu zaman bu miimkiin
degildir. Ciinkii timdrler hayati organlara bulagabilir, hatta biitiin viicuda
dagilabilir. Teorik olarak yetersiz gibi goriinse de, hastaligin ¢cok erken sathasinda
timorli bolgenin lokal cerrahi miidahalelerle alinmasi etkili bir tedavi yontemidir.
Isin tedavisi, timor hiicrelerini yok etmek i¢in bagka bir yontemdir. Fakat bu
yontemde, tiimorlii hiicrelerin etrafindaki saglam hiicrelere zarar vermeden,
yiiksek doz uygulamasinda problemler ¢ikmaktadir. Biitliin bu sebeplerden dolay1
kemoterapi kanser tedavisinde dayanak noktasi olmaya devam etmektedir
(Knowles ve Selby 2005).
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1.3. APOPTOZ (Programh Hiicre Oliimii)

Apoptoz ilk kez, 1842 yilinda amfibialarin baskalasimi sirasinda olusan
hicre olumleri morfolojisini gézlemleyen Carl Vogt tarafindan tanimlanmistir
(Peter ve ark. 1997; Eerola 1999). 1950’lerde “hiicre intihar1”, 1958’de “kazara
hiicre 6limii”, 1964 yilinda ise, Lockshin ve Williams tarafindan “programli
hicre 61Um0” tanimlar1 yapilmistir (Otsuki ve Shibata 2003). “Apoptoz” terimini
1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan kullanilmistir. Apoptoz kelimesi
apo (ayr1) ve ptosis (diismek) kelimelerinin bir araya gelerek “sonbaharda yaprak
dokiimii” anlamina gelen bir kelimeden koken almaktadir (Datta ve Greenberg
1998).

Biitiin canlilar dogar, biiyiir, cogalir, yaslanir ve oliirler. Bu yasam
dongiisiiniin  saglikli bir sekilde yiiriiyebilmesi hiicrenin ¢ogalma / Oliim
(proliferasyon/apoptoz) oraninin sabit olmasina baghdir (Altunkaynak ve Ozbek
2008). Apoptoz, tek hucreli organizmalarda hicre o6liminin tek yoludur
(Lumachi ve Basso 2002; Ameisen 2002). Cok hucreli organizmalarda ise gelisim
sirasinda viicudun sekillenmesinde ve istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirarak
doku dengesinin diizenlenmesinde énemli role sahiptir (Degretev ve Yuan 2008).
Ozellikle omurgali canlilarda; embriyonik dénemde sayilar fazla olan néron (sinir
hlcresi) ve oligodentrositler (sinir sistemi destek dokusu) apoptoz mekaniz-
masiyla gerekli sayiya indirgenmektedir (Shield ve Mirkes 1998). Ancak bu
sekilde normal hiicre homeostazisi saglanmis olur.

Apoptoz; genlerle dizenlenir ve hicrenin 6limane yol agan bir seri hiicresel
olayin aktivasyonunu kapsayan, programli bir intihar siirecidir. Bu siire¢ islerken

RNA ve protein sentezine, enerjiye ihtiya¢ duymaktadir (EI-Mahdy ve ark. 2005).

1.3.1. Apoptozun Morfolojisi

Apoptoza giden hiicreler komsu hiicrelere zarar vermeden ve herhangi bir
iltihabi reaksiyona sebep olmadan ollrler. Apoptozda gorilen morfolojik
degisimler; ¢ekirdek, sitoplazma ve hiicre membraninda gozlemlenir. Cekirdekte,
kromatin ve diger proteinlerin pargalanmasi sonucu yogunlasma baslar ve ¢cogu

zaman kromatinin g¢ekirdek zarinin i¢ ylizeyine yerlesmesi nedeniyle, at nali
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seklinde goriilir (Algeciras-Schimnich ve ark. 2002). Apoptozun ilerleyen
evrelerinde ¢ekirdek biiziismeye baslar ve membranla sarili bir sekilde, birkag
parcaya ayrilabilir. Stoplazma, laminin ve aktin flamentlerinin kesilmesiyle,
¢ekilmeye ve kiigiilmeye baslar (Sekil 3.8 ve 3.9). Pargalanmis hiicre organelleri
ve cekirdek bulunan kicuk kesecik benzeri apoptotik cisimler (tomurcuklar)
meydana gelmektedir. Hiicre zarinda goriilen en 6nemli degisim stoplazma zarinin
i¢ kisminda yer alan negatif yiiklii fosfotidilserinin zarin dis yiizeyine ¢ikmasidir.
Ayrica N-asetil glikozamin ve N,N diasetilsitaroz molekiilleride apoptozda hiicre
zarindan digar1 ¢ikmaktadir. Bunlar, apoptoza ugrayan hiicrelerin makrofajlar
tarafindan taninmasinda 6nemli parametrelerdir (Guerrero ve Arias 2001; Giiles
ve Eren 2008). Apoptoza ugramis hiicreler yogunlasmis ve komsu hiicrelerden

ayrilmis sekilde bulunmaktadir (Kerr ve ark. 1972).

apoptoz 6ncesi hiicre erken apoptoz

zar

kabarciklari geg apoptoz

gekirdek
pargalanmasi

makrofaj
hiicresi

Sekil 1.2. Apoptotik hiucrelerde meydana gelen morfolojik degisiklikler (Gottlieb ve ark. 1997)

Hicre 6lumunun diger bir mekanizmasi olan nekrotik 6limde apoptozdan
farkli olarak sitoplazmanin hizli bir sekilde sismesi, organellerin bozulmasi ve
plazma zarmin yirtilmasi gibi degisimler goriilmektedir. Nekroza; sicaklik,

osmotik sok, mekanik stres, donma-erime, yliksek konsantrasyonda hidrojen
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peroksit gibi fizikokimyasal stresler neden olmakla beraber TNF reseptorleri,
dsRNA, IFN-,, ATP’nin azalmasi, iskemi gibi hiicresel uyari gesitleride neden
olmaktadir (Krysko ve ark. 2008).

1.3.2. Apoptozun Mekanizmasi

Besin maddeleri, biylime faktorleri ve hiicre disindan gelerek reseptor
araciligiyla hiicreye iletilen 6liim sinyalleri hiicrenin hayatini nasil siirdiirecegine
karar veren etmenlerdir. Biitlin bu faktorler hiicrenin boliinmeye, farklilasmaya ve
hatta 6lmeye karar vermesini etkilemektedir (Shield ve Mirkes 1998; Solakoglu
2009).

Hiicrelerde apoptoz siireci, hiicre i¢i (birincil) sinyal yolaklariin
aktivasyonuyla baglatilabilecegi gibi, bir uyaran sonucu (ikincil) da gelise-
bilmektedir (Oktem ve ark. 2001). Hiicre icinde kendiliginden apoptozun
meydana gelmesi bir grup genin etkinligiyle saglanmaktadir. Apoptozun i¢ sinyal
yolagiyla diizenlenmesi ve molekiler mekanizmalar: konusundaki bilgilerin ¢ogu,
Caenorhabditis elegans tzerinde yapilan galismalarla elde edilmistir (Messina ve
Jaworowski 1996; Ameisen 2002). C. Elegans’da organ gelisimi ve programli
hicre Oliminu dizenleyen anahtar genlerden olan ced-3 ve ced-4 apoptozun
pozitif kontroliinii saglarken; ced-9 bu genlerin aksine, hiicre o6limdind
engellemektedir (Soini ve ark. 1998). Sekil 1.3 de goriildiigli iizere insan gibi
yiiksek organizmalarda da bu genlere benzerlik gosteren baska genlerin bulunmus
olmast apoptozda gorev alan genlerin evrim boyunca cok iyi bir sekilde

korunduguna kanit olusturmaktadir (Lui ve Hergartener 1999).
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Sekil 1.3. C.Elegans ile insan apoptotik modiilatorlerin karsilastirilmas: (Vaskivuo 2002)

C. Elegans insan
Oliim
[ l Sinyali l \
Egl-1 ——— Céd-9 : Bel-2 ———BAD

|
|

Ced-4 Apaf-1

Caspase

Apoptoz’u 4 evrede gruplarsak;

1- Baslangi¢ evresi: Hiicreler gesitli uyarict sinyaller alinir ve bu sinyaller
hiicre ¢ogalmasini ya da 6limunu tetikler.

2- Karar evresi: Hicre gelen sinyalleri yorumlar ve apoptoza gidip
gitmeyecegine karar verir (Shield ve Mirkes 1998).

3- Parcalanma evresi: Hiicre apoptoza karar vermistir ve artik donisii
olmayan bir noktadadir. Sonrasinda hiicre pargalanir. (Soini ve ark. 1998).

4- Yutulma evresi: Apoptotik hiicreler komsu hicreler ve makrofajlar

tarafindan taninir ve fagosite edilir (Narula ve ark. 1997).

Apoptozun hiicre i¢i uyaranlart; biiyiime faktorleri, onkogenler ve timor
baskilayic1 genlerdir. Hiicre dis1 uyaranlar: ise; timor nekroz faktori (TNF),
koloni uyarict faktor (CSF), néron blyime faktorid (NGF), insilin benzeri
biiyime faktorii (IGF), oksidatif stres, glukokortikoidler, radyasyon,
kemoterapoétik ilaglar, genotoksik ajanlar ve ¢esitli antijenler olarak siralanabilir
(Shield ve Mirkes 1998).

Bir dizi hiicresel stres sonucu apoptoz mekanizmasi islemeye baslamaktadir.
Genel hatlartyla apoptoz mekanizmasina goz atacak olursak; apoptozun erken

evresinde, hiicreler birlesme bdlgelerinden ayrilmakta ve hiicrenin sitoplazmasi
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yogunlagmaya baslamaktadir. Mitokondri membran biitiinliigiinii kaybetmekte ve
sitokrom-C’nin  stoplazmaya  salimmi  ger¢eklesmektedir.  Sitokrom-C,
sitoplazmaya gegerck kaskaz selalesini olusturmak igin kaspaz-9’u aktif hale
getirmektedir. Kaspaz selalesinin sonunda kaspaz 3, endonukleazlar: aktif hale
getirerek kromozomal DNA’nin 3'ucundan kesilip 180-200 baz ¢ifti
biiyiikliigiinde parcalara ayrilmasini saglamaktadir (Collins ve ark. 1997; Meyer
ve Cance 2001; Bredesen ve ark. 2008).

Hiicre zarinda da gozlemlenen birtakim degisiklikler vardir. Apotozun erken
evresinde, i¢ zarda yerlesik halde olan fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz
enzim yardimiyla zar digina ¢ikmaktadir. Hiicre hacminin 1/3’iinii kaybederek
biizlismekte, yiizeyinde kabarciklar (blebbing) olusmaktadir. In vivo ortamda,
apoptotik hicreler fagositik hiicreler tarafindan taninip yutulmaktadir. In vitro
ortamda ise, apoptotik cisimler (blebbing) sisip patlamaktadir (Messina ve
Jaworowski 1996; O’Driscoll ve ark. 2006; Giiltekin ve ark. 2008).

1.3.3. Apoptozun Molekuler Diizenlenmesi

Apoptoz; hiicre icinden ve disindan gelen sinyallerle sitoplazma ve hiicre
zarinda baslamakta, organellerde (mitokondri, endoplazmik retikulum) devam
etmektedir (Dartsch 1999). Apoptozun siirecinde yer alan birtakim molekiiler
duzenleyiciler mevcuttur (Cizelge 1.5). Bu dlzenleyici molekuller apoptoz

yolaklarinda ise karigsan genlerin iirlinii olan proteinlerdir.
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Cizelge 1.5. Apoptozun diizenlenmesinde gorev alan genler (Yildirim ve ark. 2007)

Apoptoz diizenlenmesinde gorev alan genler
e Fas, Trail, TNF (almag ve ligandlar) o Kaspazlar
e Bcl-2 Ailesi Proteinler Kaspaz 2, 8, 10 —baslatici
bcl-2, bel-xL, bel-w, bfl-1, brag-1, mcl-1, Kaspaz 3, 6, 7 — effektor
and Al,bax, bak, bcl-xS, bad, bid, bik, e Transkripsiyon faktorleri
and Hrk Myec, P53, Nur77
e Kinazlar e Kaspaz Duzenleyici
RIP3, CAP, AKT, PKA, MapK IAP/Survivin (5 adet), apaf-1
e Mitokondri Proteinleri e FADD, TRADD, DAD1
VDAC, ANT, Sitokrom C, AlIF, SMAC

1.3.3.1. Kaspazlar

Kaspazlar apoptozun dizenlenmesinde ve hicre siklusunda gorev alan
sistein proteaz ailesidir (Algeciras-Schimmich ve ark. 2002). Kaspazlar, C.
elegans’ da hticre 6lum geni olan Ced-3’{in homologudur (Fan ve ark. 2005) ve
evrimsel olarak ¢ok iyi korunmustur. Aktif merkezlerinde sistein aminoasidi
tasirlar ve hedefledikleri proteinlerin aspartik asit birimlerinden kestikleri igin bu
ismi almiglardir (C-Asp- ase , C:sistein amino asidi, Asp:aspartik asit, -ase:kesici
enzim) (Yildirim ve ark. 2007).

Memelilerde kaspaz ailesi 12 iiyeden olusmaktadir (¢izelge 1.6). Kaspaz -
13, sigirda ki kaspaz 4’ln, kaspaz 11 ise farede bulunan kaspaz 4 ve 5’in
homologu oldugu bulunmustur (Launay ve ark. 2005). Apoptoz sinyali ile
uyarildiktan sonra ilk aktivasyona ugrayan kaspazlara baglatici kaspazlar (kaspaz
2, 8,9,), baslatic1 kaspazlarin dogrudan ya da dolayli etkilesimi ile aktif hale gelen
ve apoptozda devamlilif1 saglayan kaspazlara effektor kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7)

denilmektedir (Boatright ve Salvesen 2003).
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Cizelge 1.6. Kaspazlar ve rolleri (Fan ve ark. 2005)

Kaspazlar Rolleri

Kaspaz 2, 8, 9 ve 10 Apoptoz aktivator
Kaspaz 3,6 ve 7 Apoptoz effektoru
Kaspaz 1, 4,5, 11, 12, 13 ve 14 Inflamatuar mediator

Inaktif kaspazlar, amino uglarinda (N-terminal) bulunan bdélgenin
(prodomain) uzunluguna gore siniflandirilmaktadir (Launay ve ark. 2005).
Prokaspaz 8 ve 10°’nun uzun olan prodomain kisminda 6liim efektor alani (Death
Effector Domain; DED) bulunurken, prokaspaz 2 ve 9’un prodomain kisminda ise
kaspaz giiclendirme ve toplama alani (Caspase Activation and Recruitment
Domain; CARD) bulunmaktadir (Oliver ve Vallette 2005). DED ve CARD,
prokaspazlarin aktivasyonunda ve protein-protein etkilesimiyle olusan kaspaz-
selalesinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Fan ve ark. 2005).

Kaspazlar, inaktif proenzim (prokaspaz) olarak stoplazmada bulunmakta ve
olim sinyali geldiginde inaktif olan baslatic1 kaspazlar aspartik asit birimlerinin
kesilmesiyle aktivite kazanmaktadirlar. Aktif olan baglatict  kaspazlar
kendilerinden sonraki inaktif kaspazlar1 ayn1 yolla aktif hale getirerek bir kaspaz
aktivasyon selalesi olusturmaktadir. iki biiyiik baslatic1 kaspaz olan kaspaz 8 ve 9
farkli apoptotik yolaklarda kaspaz selalesinin ilk adimi olusturmaktadir ve
apoptotik sureci devam ettirmektedir (Boatright ve Salvesen 2003). Baslatici
kaspazlarin aktivasyonu apoptotik yolagin dogru mekanizmada iglemesi i¢in
oldukca onemlidir. Lenfosit, monosit, kalp ve endotel hiicrelerinin gelisiminde
kaspaz 8’in rolii vurgulanmistir (J. van Raam ve Salvesen 2011). Kaspaz 8
geninin ifade edilmemesi sonucu c¢ocuklarda noroektodermal beyin tumor
(medulloblastoma)’niin olustugu rapor edilmistir (Zuzak ve ark. 2002). Kaspaz
9’un eksikliginde, stoplazmada sitokrom-C miktar1 yiiksek olsa dahi apoptoz
mekanizmasinin baslayamadigi bildirilmistir (Kuida ve ark. 1998). Baska bir
calismada, kaspaz 9 geninde mutasyona sahip farenin beyin dokusunda gelisimsel
bozukluklar saptanmistir. Ayn1 zamanda, kaspaz 9’dan yoksun, gama isinlarina,
kemoterapotik ilaclara maruz kalan dokularda apoptoza direnclilik ve tumor

gelisimi gézlenmistir (Hakem ve ark. 1998).
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Kaspaz 8’in aktivasyonu hucre yizeyinde bulunan 6lim reseptorleriyle
gerceklesmektedir. En iyi bilinen reseptorler; TNF-a, TNFR, Fas-FasL, TRAIL,
TRAMP (Thorburn 2004; Fulda 2008) olarak siniflandirilabilir. Bu reseptorlere
baglanan ligandlar 6liim bolgesi olusturmakta ve kaspaz 8’in aktivasyonuna neden
olmaktadir (Kantari ve Walczak 2011). Kaspaz 9’un aktivasyonu, mitokondri zar
gecirgenliginin bozulmasiyla sitoplazmaya salinan sitokrom-C Apaf-1 adi verilen
molekiil ile birleserek “apoptozom” yapisini olusturmaktadir (Li ve ark. 1997;
Pop ve ark. 2006). Aktif olan kaspaz 8, prokaspaz 3’0 kaspaz 9 ise, prokaspaz 3, 6
ve 7’yi aktiflestirerek apoptotik yolagin siirdiiriilmesini saglamaktadir (Boatright
ve Salvesen 2003).

Geg apoptoz evresinde meydana gelen ve hiicre i¢in artik apoptozdan geri
donilisiin  olamayacagimi gosteren DNA parcalanmasi, kaspazlar sayesinde
olmaktadir. Kaspaz 3 tarafindan aktive olan endonukleaz enzimlerinden olan
CAD (Caspase activated DNase) DNA’y1 niikleozom baglanti noktalarindan
pargalamaktadir. Kaspaz 3’lin aktive olmasi kaspaz 8 ya da kaspaz 9’dan birinin
aktivasyonuyla mumkdindir. Ayrica, kaspaz 8, 9 ve 3’den birinin inaktif oldugu
durumlarda da DNA pargalanmasi gozlenmemektedir (Pan ve ark. 2001).

Kaspazlarin hiicre 6limiiniin degisik formlarinda aktif goérevleri oldugu
bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan deneylerle, kaspazlarin apoptozis ve
inflamantasyonda roliiniin oldugu gosterilmistir. Kaspaz 3, 8 veya 9 eksikligi olan
hayvanlarin embriyonel gelisim siirecinde apoptoz mekanizmasinda goriilen
bozulmadan dolay1 perinatal dénemde (gebeligin yirminci haftasindan doguma
kadar gecen sure) oldiikleri tespit edilmistir. Benzer sekilde; Drosophilada kaspaz
1 geninde gorilen delesyon sonucunda larva olumlerinin  gergeklestigi
bildirilmistir (Wolf ve Green 1999).

1.3.3.2. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesinin 6énemli bir (yesi olan Bcl-protoonkogeni, insan B hiicre
lenfomasinda (B cell lenfoma) taginan t (14;18) kromozomun kirilma noktasinda
kesfedilmistir. Ayrica Bcl-2 ailesinin en 6énemli tiyesi olan Bcl-2’nin daha 6ncede
bahsedildigi gibi C.elegans’da bulunan ced-9 geninin homologu oldugu
bilinmektedir (Gottlieb ve Babior 1997).
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Bcl-2 ailesi iiyeleri hiicrenin hayatta kalmasina ya da 6lmesine karar verecek
olan sinyallerin gegmek zorunda oldugu kontrol noktalar1 gibi islev gormektedir
(Borner 2003). Bu iiyelerden Bax gibi birkag1 pro-apoptotik olup apoptozu
hizlandirirken Bcel-2 gibi bazilar1 ise anti-apoptotik olarak isimlendirilmekte
(Cizelge 1.7) ve apoptozun baskilanmasinda gorev almaktadir (Donovan ve Cotter
2004; Dejean ve ark. 2006). Ayrica bu iiyelerden, Bel-2 (anti-apoptotik) ve Bax
(pro-apoptotik)’in birbirine orani, hiicrenin apoptoza maruz kalip kalmadiginin
tespitinde 6nemli rol oynamaktadir (Xu ve ark. 2006).

Bcl-2 iiyeleri yapisal ve fonksiyonel onemi olan, Bcl-2 homoloji (BH)
bolgelerine (BH 1-4) sahiptir (Harris ve Thompson 2000). Anti apoptotik olanlar
homoloji bélgelerin hepsine sahipken apoptotik dncili olanlar da sadece ilk Ugl

mevcuttur (Ouyang ve Giffard 2004).

Cizelge 1.7. Bcl-2 ailesi iiyelerinin smiflandiriimasi (Korsmeyer 1999)

Anti-apoptotik tyeler Bcl-2, Bel-x., Bel-w, Mcl-1, Al, NR-13

Pro-apoptotik tyeler Bax, Bak, Bok, Boo

Bcl-xs, Bad, Bik, Bid, Bim, Noxa, PUMA,

Sadece BH3 bdlgesi olan tyeler
Bclg, HR

Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik iiyeleri genellikle mitokondiri dis zarinda
nadiren de endoplazmik retikulum ve c¢ekirdek zarlarinda bulunmaktadir
(Papadopoulos ve ark. 1998; Chipuk ve ark. 2010). Pro-apoptotik tyeleri olan Bax
ve Bid ise ¢cogunlukla sitoplazmada bulunmakta, az da olsa mitokondri dis zarinda
da rastlanmaktadir. Bak ise yalnizca mitokondri dis zarinda yer almaktadir
(Chipuk ve ark. 2010).

Bcl-2 ailesini  anti apoptotik iiyeleri mitokondri dis =zarin segici
gecirgenligini giiglendirerek sitokrom-C’nin stoplazmaya ¢ikmasini engellemekte
ve hucreyi sitotoksit saldirilardan (UV ve gama iginlari, kemoterapotik ilaglar, vs)
korumaktadir (Pagliari ve ark. 2009). Pro apoptotik Uyeler ise mitokondri zar
biitlinliigiinli bozarak sitokrom-C’nin mitokondriden salinmasina yol agmakta ve

hlcreyi apoptoza striklemektedir (Cory ve ark. 2003).
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Bcl-2 ailesi apoptozun her iki yolaginda da aktiftir. Pro-apoptotik tUye Bid
apoptozun dis yolaginda etkin gorevi olan kaspaz 8 tarafindan aktiflestirilerek
mitokondri zarina yerlesmektedir. Mitokondri zarinda yer alan Bak ile etkilesime
giren aktif Bid, Bak’in seklini degistirmektedir (Donovan ve Cotter 2004; Roucou
ve ark. 2002; Ouyang ve Giffard 2004). Ayrica aktif Bid, Bax ile etkilesime
girerek proteinin bigimsel degisikligine yardime1 olmaktadir (Lucken ve Martinou
2005).

1.3.3.3. P53 geni

Timor baskilayict gen olan p53 geni insanda 17. kromozomun kisa kolunda
bulunmakta ve 53 kDa’luk protein (p53: Tumor baskilayict protein)
kodlamaktadir (Shu ve ark. 2007). T antijenlerinde SV40 (Simian virus 40)
virtsiiniin kesfedildigi ¢alismalar sirasinda onkogen oldugu diisiiniilmiistiir (Chen
1997). Yapilan sonraki calismalarla, c¢ok sayida genin transkripsiyonunu
degistirerek, hiicresel metabolizma, genom biitiinliigiiniin korunmasi, hiicre
dongiisiiniin  diizenlenmesi ve apoptoz gibi bircok fonksiyonda rol aldig
anlasilmistir (Almog ve Rotter 1997; Yu ve Zhang 2005; Yu ve Zhang 2007).

Tiimor baskilayict p53 geninin en 6nemli fonksiyonu; DNA hasarlarinin
kalitilmasina karsi genom kararhiligimin saglanmasidir. Soyle ki; p53, DNA
hasaria kars1 cevap olusturan bir transkripsiyon faktor olarak islev gormektedir.
Bu siiregte DNA’nin tamir edilebilmesi i¢in gereken zamanin kazanilmasi
amaciyla hiicre dongiisiinii G; fazinda durdurmaktadir (Ekert ve Vaux 1997; Lee
ve ark. 2003). DNA hasar tamir edilmeyecek kadar buyukse ya da DNA tamir
mekanizmasinda aksaklik varsa hiicre dongiiden tamamen ¢ikmakta ve apoptoz
stireci baglamaktadir (Shu ve ark. 2007). Apoptoz slrecine giren hilcrede p53
proteinin ekspresyon seviyesi artmaktadir, ekprese olan p53 proteini cekirdege
go¢ ederek burada 6lum reseptorleri olan Fas (CD95) geninin ve pro-apoptotik
Bcl-2 Gyelerini (Bad, Bid, Noxa, PUMA) kodlayan genlerin diizenlenmesinde
transkripsiyon faktér olarak gorev almaktadir (Wuve ark. 2008). Ayrica,
sitoplazmada bulunan Bcl-2 gen ailesinin iiriinleri olan proteinleri aktiflestirerek,
mitokondri zar biitlinliigliniin bozulmasinda dogrudan rol almaktadir (Shabnam ve

ark. 2004).
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1.3.4. Apoptoz Yolaklari

Memeli hiicrelerinde apoptoz baslica iki ana yolakta duzenlenir. Bunlardan
birincisi, disaridan gelen 6lim sinyalleriyle aktive olan 6liim reseptdrlerinin
aktive olmasiyla baglayan Oliim reseptor yolagi (dis yolak), digeri ise cesitli
faktOrlerle DNA’da olusan hasar sonrasinda aktive olan mitokondriyel yolaktir (i¢
yolak) (Steinbach ve Weller 2006). Her iki yolagin ortak ozelligi apoptozun
molekiiler diizenleyicileri olan enzimatik kaspaz selalesinin aktif edilmesidir

(Ashkenazi 2008).

1.3.4.1. Oliim reseptorii yolag (D1s yolak)

Apoptozun dis yolagi, hiicre yiizeyinde bulunan spesifik 6lim
reseptorlerinin  Ozgiin ligandlarina baglanmasiyla hiicre disinda baslamaktadir
(Thorburn 2004). Dis yolakta gorev alan, Sliim reseptdrlerinden en Snemlileri
TNF reseptor ailesidir ve bu aile {iyeleri bagisiklik sisteminin gelisiminde ve
fonksiyonunda gorev almaktadir. TNF reseptorlerinin en bilinen tirleri; TNF-R1,
Fas (CD95), TRAMP (DR3), TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5) and DR6
olarak siiflandirilabilir (Schneider ve Tschopp 2000). Hiicre yiizeyinde yer alan
bu reseptorler uyarildiklarinda ligandlarina baglanirlar.  Reseptor-ligand
eslesmeleri TNF- TNF1, Fas- FasL, TRAIL (R1,R2)- DR4/DRS5 seklinde
olmaktadir (Steinbach ve Weller 2006).
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Reseptorler dis kaynakli bir uyari aldigi zaman ligandlara baglanmakta ve
reseptorlerin stoplazmik kisminda yer alan 6lim bolgesi (DD; Death Domain)
aktif olmaktadir. Aktif DD bolgesine adaptoér proteinler olan FADD ya da
TRADD’1in baglanmasi sonucu “6liim uyarict sinyal kompleksi” (DISC; Death
Induce Signaling Complex) adi verilen yapi olusmaktadir (Ashkenazi ve Divit
1998; Wang ve ark. 2006; J. van Raam ve Salvesen 2011). DISC olusumu
prokaspaz 8 veya 10’u katalizleyerek aktif hale getirmektedir. Aktif kaspaz 8 veya
10 ise kaspaz sclalesini baslatmak igin effektor kaspazlari (kaspaz 3, 6, 7)
aktiflestirmektedir (Sartorius ve ark. 2001; Ghavami ve ark. 2009).

Ligantlar

(=]
FADD gn Ol FADD
> DISC

Pro-
Kaspaz 8/10 J

\ L Kaspaz 8/10

\o_{(aspaz 3

Kaspaz 3

“ Kiriimasi
B N\

Gekirdek

Sekil 1.4. Apoptozun dis yolak mekanizmasi (Rismanchi ve Blackstone 2007)
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1.3.4.2. Mitokondriyel yolak (i¢ yolak)

Sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, oksidatif stres, asir1 aglik, biiyliime
faktorleri azlig1r gibi dis kaynakli uyaranlara hem de endojen DNA hasarlarina
kars1 baslayan mitokondriye dayali olarak baslayan apoptoz mekanizmasina ig
yolak adi verilmektedir (Steinbach ve Weller 2006). i¢ yolagin merkezinde yer
alan mitokondri organeli apoptotik sinyallerin ¢ekirdege iletilmesinde anahtar rol
iistlenmektedir. Mitokondri bu goérevini dis zarina yerlesmis Bcl-2 ailesi
uyeleriyle gergeklestirmektedir. Bcl-2 ailesi mitokondri zarinda ve sitoplazmada
bulunan ve aldiklar1 sinyallerle hiicreyi apoptoza siiriikleyen bir proteaz ailesidir
(Gross ve ark. 1999; Desagher ve Martinou 2000).

Sitoplazmada bulunan ve Bcl-2 ailesinin énemli tyesi olan Bax, sinyallerle
aktiflestiginde mitokondri zarinda bulunan anti-apoptotik Bcl-2 ile birleserek Bcl-
2 iglevini baskilamaktadir. Diger yandan Bax, mitokondri zarinda bulunan pro-
apoptotik Bak’in aktivasyonunu saglamaktadir. Aktive olan Bak, “mitokondriyel
apoptozu” baslatan kanal olan MAC (Mitokonrial apoptosis-induced channel)’in
biitiinliiglinii bozarak sitokrom-C’nin ve diger membran proteinlerinin (AIF,
apotozu uyaran faktér; SMAC/DIABLO) salinmasina yol agmaktadir (Peixoto ve
ark. 2009; Ghavami ve ark. 2009).

Sitokrom-C’nin Apaf-1’e baglanmasiyla olusan apoptozom, pro-kaspaz
9’un aktivasyonuna neden olmaktadir (Li ve ark. 1997; Cain ve ark. 2002).
Kaspaz 9 tarafindan aktif edilen pro- kaspaz 3 stoplazmadaki ICAD (inhibitor of
caspase activated DNase) ve PARP [poly(ADP-ribose) polymerase] molekdllerini
inaktif hale donistiirmektedir (Wolf ve ark. 1999). ICAD’1n inaktivasyonu sonucu
serbest kalan CAD, ¢ekirdege gegereck DNA’nin 180-200 baz cifti ve katlarinda
parcalanmasina yol agmaktadir (Otsu ve ark. 2005; Eckhart ve ark. 2007).
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Sekil 1.5. Apoptotun i¢ yolak mekanizmasi (Rismanchi ve Blackstone 2007)

Hiicrelerin islevlerine bagli olarak 6liim reseptorii yolaklar: ile mitokondri
aracili yolak zaman zaman apoptosis yolagi ile kesisebilir. Ornegin; diisiik
konsantrasyonlarda ki prokaspaz 8, i¢ yolakta gorev alan Bid ( proapototik Bcl-2
ailesi proteini) ile etkilesime girerek Bid’i aktive etmektedir. Aktif Bid mitokondri
zarinda bulunan pro-apoptotik Bcl-2 {iyesi olan Bak ile etkilesime girip
mitokondri zar biitiinligiiniin bozulmasini tetiklemektedir (Ashkenazi 2008; Fulda
2008; Kantari ve Walczak 2011).

Ayrica genotoksik stres, DNA hasar1 sonucu uyarilan tiimdr baskilayict gen
urtini olan p53 proteini (Shabnam ve ark. 2004; Ashkenazi 2008) apoptoz i¢
yolakta pro-apoptotik ye olan Bax’in aktivasyonunu saglayarak mitokondri dis
zara yerlesmesine neden olmaktadir. Mitokondri zar ylizeyinde olusan Bax kanali
zar Dbitlinligind bozarak sitokrom-C’nin sitoplazmaya salinmasina neden

olmaktadir (Heiden ve Thompson 1999; Sprick 2004; Donovan ve Cotter 2004).

30



Kemaoterapi, Radyoterapi
e Olim
______________ Reseptdri
I
= Kaspaz 8
£ 'é
Mitokon
Sekil 1.6. Apoptozun i¢ ve dis yolak mekanizmasmin kesisti§i noktalardaki molekiiler

duzenleyiciler (Ashkenazi 2002; Baptiste-Okoh ve ark. 2008).

Oliim almaci yolaginda kaspaz 8 tarafindan ya da dogrudan uyaran ile aktif
olan kaspaz 2 (Mohan ve ark. 2006) i¢ yolak mekanizmasinda da aktif hale
gelerek apoptoza yardimci olmaktadir. I¢ yolakta aktif hale gelen p53 proteini
sayesinde aktif hale gelen kaspaz 2, mitokondriden sitokrom-C’nin salinimini igin
Bid’i aktiflestirmektedir (Tyagi ve ark. 2006). Bax ve Bid proteinlerinin ortak
0zelligi mitokondri membran biitiinliiglinii bozarak sitokrom-C’ nin salinmasina

neden olmalaridir (Harris ve Thompson 2000).

1.3.5. Apoptozu belirlemede kullanilan yontemler

Apoptoz hiicrede biyokimyasal ve morfolojik bir takim degisikliklere neden
olmaktadir. Biyokimyasal degisimler, mitokondri zar biitliinliiglinde degisme,
mitokondriyel proteinlerin salinmasi, kaspaz aktivasyonlart ve kaspaz
aktivasyonuna bagli DNA’nmin 180-200 bp ve katlarina pargalanmasi ve
fosfatidilserinin plazma zar1 disina yerlesmesi seklinde agiklanmaktadir.
Morfolojik degisimler ise hicre iskeletinde meydana gelen bozulmayla birlikte

hiicrenin biiziismesi, c¢ekirdek zari kenarina kromatinin yogunlasmasi, ¢ekirdek
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pargalanmasi, plazma zarinda kabarciklarin olusumu ve apoptotik keseciklerin
(body) olusumu seklinde siralanabilir (Krysko ve ark. 2008).

Apoptoz belirlemede, kiiltiir hiicrelerinin kullanildigi in vitro calismalar ile
denek hayvanlarinin kullanildigi in vivo galismalarda uygulanan g¢alismalarinda
teknikler farklilik gostermektedir. In vivo c¢alismalarda apoptozun doku
orneklerinde belirlenebilmesi in vitro c¢aligmalara gore ¢ok daha karmasik
yontemler gerektirmektedir. Bu yontemler arasinda manyetik rezonans
goruntileme, manyetik rezonans spektroskopi, bilgisayarli tomografi sayilabilir
(Brauer 2003; Kettunen ve Brindle 2005).

Apoptoz teriminin ilk kullanildig1 yillarda sadece morfolojik goriintiileme
yontemlerinden faydalanilmistir (Eerola 1999). Gunumizde ise, apoptotik
hicreleri molekiler dizeyde 06zgil olarak belirlemeye yarayan yéntemler
uygulanmistir (Sgonc ve Gruber 1998; Jakob ve ark. 2008). 80’li yillarin sonuna
dogru, DNA kiriklarinin olustugu ortaya ¢ikinca, bunun saptanabilmesi i¢in ¢esitli
yontemler gelistirilmistir (Yamaguchi ve Sakurai 1991; Fesus ve ark. 1989). Daha
sonra, kaspazlarin apoptozda etkin gorev aldiklart bulunmus ve enzim-substrat
iliskisinden yola ¢ikarak apoptoz belirlemede kaspaz aktivasyonlarinin ol¢iildiigii
yeni yontemler uygulanmaya baglanmistir (Aksit ve Bildik 2008).

Apoptoz mekanizmasi karisik ve dogurdugu sonuglar da cesitli olunca
belirleme yontemleri cesitlilik gostermektedir. Apoptoz sirasinda meydana gelen
olaylarin daha kapsamli agiklanabilmesi i¢in birden fazla teknik kullanilarak
sonuglarin dogrulanmasi gerekmektedir (O’Driscoll ve ark. 2006).

1.3.5.1. Sitotoksisite testleri

Cesitli  bilesiklerin hiicre ¢ogalmasi ve canliligi Uzerindeki olumsuz
etkilerine sitotoksik etki adi verilmektedir. Bu etkiyi belirlemek icin yapilan
testlere de sitotoksisite testleri denilmektedir ve hiicre canliligini (MTT) ya da
hicre 6limind (NR) tespit etmek amaciyla uygulanmaktadir (Ekwall ve ark.
1990).

MTT testi gesitli kimyasal ajanlarin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla canli hiicre sayilarmmn nicel olarak 6l¢iildiigii bir test yontemidir. 11k kez

1983 yilinda Mossman tarafindan gelistirilmistir. Canli hiicrelerin mitokondriyel

32



enzim aktivitesiyle sar1 renkli tetrazolium tuzlarinin [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide] mor renkli formazan kristallerine doniisiip,
bu yogunlugun kolorimetrik yontemle Olgiilmesi esasina dayanmaktadir (Verma
ve ark. 2010).

Suda ¢6zinebilen tetrazolium tuzu, mitokondride bulunan dehidrogenaz
siksinat enzimi tarafindan tetrazolium halkalarina ayrilarak formazan kristallerine
dontismektedir. Formazan kristalleri hiicre zarindan gegemedigi icin sadece canli
hicrelerde birikmektedir. Bu kristaller DMSO ya da izopropanol gibi organik
cozlculerde ¢coziinmekte ve spektrofotometrede uygun dalga boylarinda (540-570
nm) 15181 absorbe etmektedir (Fotakis ve Timbrell 2006; Fent 2001).

Hiicre canliigimin 6l¢iildiigii bir baska test ise Borenfreund ve Puerner
(1984) tarafindan gelistirilmis olan nétral kirmizisi (3-amino-m-dimethylamino-2-
methyl-phenazine hydrochloride) alim testidir. Bu testin prensibi nétral kirmizisi
boyasinin (NR; Neutral Red) canli hiicrelerin lizozom matriksine yayilmasi ve
baglanmas1 esasina dayanmaktadir (Fotakis ve Timbrell 2006; Repetto ve ark.
2008). Hiicre yiizeyinde veya lizozom zarindaki hasar, nétral kirmizisinin alimini
ve baglanmasin1 azaltarak canli hiicrelerle 6li hiicreleri birbirinden ayirmayi
miimkiin kilmaktadir. Canli hiicrelerin lizozomlarinda biriken nétral kirmizisi
boyasinin olusturdugu renk siddetinin nicel 6l¢imu spektrofotometre ile uygun
dalga boyunda (540-570 nm) yapilmaktadir.

Hiicre proliferasyonunun tespit edildigi bir baska yontemde BrdU
yontemidir. BrdU (bromo deoxyuridine triphosphate) boyasinin S fazina giren
hlcrelerde [3H] timidin ile birlesmesi ve mitotik hiicrelerin taninmasina dayali bir

yontemdir (Kee ve ark. 2002).

1.3.5.2. Morfolojik gorunttleme yontemleri

Apoptoz sirasinda hiicrede meydana gelen sitoplazmanin azalmasi,
cekirdegin kiigiilmesi, kromatin yogunlasmasi ve g¢ekirdek zar1 etrafinda
toplanmasi, mitokondri zar biitlinliigiiniin bozulmasi1 gibi degisiklikler ¢esitli
mikroskoplarla morfolojik olarak gorintilenmektedir. Gelistirilen 6zel boyama
teknikleriyle boyanan hiicreler 151k mikroskobu, floresan mikroskobu, elektron

mikroskobu ve faz kontrast mikroskoplar1 kullanilarak incelenmektedir
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(Haunstetter ve Izumo 2001; O’Driscoll ve ark. 2006). Hemotoksilen, eozin,
aluminyum potasyum sulfat, sitrik asit gibi kimyasallarla boyanan hiicreler 151k
mikroskobunda go6runtulenirken, Annexin 'V, propidium iyoddr, akridin
turuncusu, etidyum bromid, DAPI, Hoechs gibi boyalarla boyanan hicreler ise
floresan mikroskopta incelenmektedir (Stadelmann 2000).

Apoptotik uyaridan sonra hiicrede meydana gelen en erken olay
mitokondriyal zar biitiinliigliniin bozulmasidir ve bu mitokondriyel degisim
florosan boyalarla boyanip morfolojik olarak incelenmektedir. Bu yontem igin
JC-1 (5,5,6,6'-tetrakloro-1,1',3,3'-tetraetil-benzimidazol-karbosiyanin (TTBC)-
iyodur), Rhodamine 123 gibi 6zel florasan boyalar ve ticari olarak sunulan kitler
(MitoCapture®) kullanilarak apoptoza ugrayan hiicreler kolaylikla tespit
edilmektedir (Galluzzi ve ark. 2007).

Mitokondriyel apoptoz belirleme kitinde kullanilan bir katyonik boya olan
MitoCapture® (Biovision), saghkli ve apoptotik hiicrelerde farkli 151ma
yapmaktadir. Apoptotik hiicrelerde MitoCapture® boyasi mitokondri icinde
birikemediginden sitoplazmada monomer halinede kalmakta ve florasan
mikroskopta FITC filtresi altinda yesil renkli gorulmektedir. Mitokondri zar
gecirgenligi bozulmamis olan saglikli hiicrelerde ise MitoCapture® boyasi

mitokondri icine gecerek hiicrenin kirmizi renkli gériinmesine neden olmaktadir.

1.3.5.3.Biyokimyasal yéntemler

Apoptoz mekanizmasinin biyokimyasal ozellikleri arasinda kaspazlar,
sitokrom-C, fosfatidilserin gibi enzimlerin aktivasyonlarindaki degisim ve
DNA’nin  mono/oligoniikleozomlarima ayrilmasi sayilabilir. Bu degisimleri
saptamak icin ¢esitli biyokimyasal yontemler gelistirilmistir (Allen ve ark. 1997;
Ulukaya 2003).

Apoptoz mekanizmasinda en 6nemli proteaz ailesi kaspazlardir. Kaspaz
aktivasyonun belirlendigi iki yontem vardir. Bunlar; spektrofotometrik yontemler
(kolorimetrik, florometrik) ve akis hiicremetrisi (Flowsitometri) yontemleridir
(Otsuki ve Shibata 2003). Kolorimetrik yontemde kullanilan substratlar; kaspaz 3
icin DEVD-pNA, kaspaz 8 igin ise IETD-pNA’dir. Bu substratlarin yapisinda
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bulunan ve pNA adi verilen kromofor (renk maddesi) uzantisinin aktif kaspaz
enzimi ile koparilmasinin ardindan serbest kalan pNA’nin yaydigi 1518in siddeti
spektrofometrede 400-405 nm dalga boyunda o6lgilmektedir. Florometrik
yontemde ise substratlardaki AFC (7-amino-4-trifluoromethyl coumarin)
maddesinin olusturdugu florosan 1simanin florometre cihazinda uygun dalga
boyunda 6lctilmesiyle kaspaz aktivasyonu belirlenmektedir (Kohler ve ark. 2002).

Annexin V yontemi, apoptozun erken evresinde, plazma zarinin ig
yiizeyinden dis yilizeyine hareket eden fosfatidilserin molekiillerinin tespit
edilmesi prensibine dayanir. Apoptozu uyaran etmen ne olursa olsun
fosfatidilserinin zarin dis ylizeyine ¢ikmasi ¢ekirdek degisikliklerinden daha 6nce
gerceklesmektedir (Shounan ve ark. 1998). Bu yontemde, floresan bir boya ile
isaretlenmis Annexin V molekiilii hiicre zarmin dis yiizeyinde bulunan
fosfatidilserin molekiillerine baglanmakta ve florosan mikroskopta FITC filtre
altinda (Shield ve Mirkes 1998; Gidon ve ark. 1999) ya da akis hiicremetrisi
(Anzar ve ark. 2002) yardimiyla apoptotik hicreler spesifik olarak
belirlenmektedir.

Akis hiicremetrisi yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak, apoptozda ifade oldugu bilinen herhangi bir hiicre yuzey proteini
saptanabilmekte ve boylece apoptotik hicreler belirlenebilmektedir. Kolay
uygulanabilir olmasi, uzun zaman almamasi ve nicel sonu¢ vermesi agisindan,
apoptoz tespitinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Darzynkiewicz ve ark. 1992;
Zamai 1993).

Ayrica, apoptoza 6zgl DNA kiriklarinin tespit edilmesi amaciyla TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End Labeling)
yontemi kullanilmaktadir. Bu yOntemde, apoptotik hicrelerin parcalanan
DNA’sinda yer alan 3’OH (hidroksil) grubunun, ortama eklenen biotin dUTP
(deoxyuridine triphosphate) ile isaretlenmesi esasina dayanmaktadir (Otsuki ve
Shibata 2003; Rode ve ark. 2004). Daha sonra akis hiicremetrisi veya floresan
mikroskobuyla incelenmektedir. Agaroz jel elektroforezi de yine apoptotik
hiicrelere 6zgii DNA kiriklarinin gosterilebildigi biyokimyasal bir yontemdir. Bu
yontem elektriksel bir alanda biyolojik molekullerinin buyukliklerine, yiklerine
gore ayrigmasi prensibine dayanmaktadir. Memeli hiicrelerde apoptozun

belirlenmesinde DNA 6nemli bir bilesendir ve apoptotik hiicrelerin DNA’s1 farkli
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sayida niikleozomlarma ayrildigr icin agaroz jel elektroforezinde merdiven
basamagi seklinde gorlilmektedir (Rios ve Recio 2006; Pagliari ve ark. 2009).
Ayrica, apoptotik hiicreler molekiiler yontemler kullanilarak da
belirlenedilir. Apoptoz yolaklarinda rolii oldugu bilinen bcl-2 ailesine ait olan bazi
proteinlerin hiicre igindeki ifadeleri, baslatic1 ya da efektdr kaspazlarin ifadeleri,
p53 gibi transkripsiyon faktorleri ile bazi onkogen fiiriinlerinin ifadesi western blot
yontemiyle tespit edilmektedir. Sitokrom C’nin mitokondriden disar1 ¢ikip
¢ikmadigi da yine bu metotla belirlenmektedir. Sitokrom C tespitinde, énce alt-
fraksiyonlama yapilarak, hiicrelerin mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonlar
ayrilmaktadir.  Ardindan, normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi
beklenmeyen sitokrom C’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hcrelerin

apoptoza gittikleri anlagilmaktadir (Ulukaya 2003).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Alet, cihaz ve sarf maddeler

Otoklav, CO, inkubatori (Heraus, Heracell), steril kabin (Heraus, klas II),
sivi azot (AUBIBAM sivi azot iiretim tesisi), sivi azot tanki, Eliza cihazi
(ELx808-1U, Bio-Tek), Inverted Mikroskop (X71 Olympus), florasan filitreler
(FITC, WB), Nanodrop (Eppendorf), derin dondurucu (-20) (Philips),(-86°C)
(Thermo), sogutmali ve santrifiij (Heraus), su banyosu (Clifton), vorteks (Velp),
hassas terazi (Ohaus), 25 ve 75 cm®lik kiiltiir flasklari, 96 kuyulu plakalar (BD),
agaroz jel elektroforezi (Thermo), kar-buz makinesi (Scotsman), kuru hava
sterilizatoru (FN400), pH metre (Inoloab WTW).

2.1.2. Kullanmilan kimyasal maddeler

Susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum perborat (Etibor) sulu
cozeltileri, notral red (NR) (Fluka), MTT boya (Applichem), dimetilsulfoksit
(DMSO), fotal sigir serum (FBS) (Sigma), Dulbecco’s Modification of Eagles
Medium (DMEM) (Biochrom AG), PBS-EDTA (Merck), KCI (Merck), NaCl
(Merck), KH,PO,4 (Merck), Na;HPO, (Merck), NR desorb, sodyum bikarbonat
(Sigma), penisilin/ streptomisin (Sigma), hidroklorik asit (HCI), sodyum hidroksit
(NaOH), Tripsin EDTA (Sigma), Formaldehit (Merck), Triton- x100 (Sigma).

2.1.3. Calismada kullanilan hticreler

NS20Y hiicreleri, 1972 yilinda Amano ve arkadaglari tarafindan C1300 fare
noroblastoma hiicresi ile A/J fare susundan elde edilmistir (Saito ve ark. 1996).
Deneyde kullanilan NS20Y neuroblastoma hiicreleri Eskigehir Osmangazi
Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Biyoloji Bélumiinden Yrd. Dog. Dr. Figen
CALISKAN tarafindan; DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell

Cultures)’ den satin alinmis ve ¢alismamiz i¢in hediye edilmistir.
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C6 rat glioma hiicresi, Benda ve arkadaslar1 tarafindan 1968 yilinda, yiiksek
derecede kanserojen madde olan N-nitrosomethylurea ile muamele edilen rat
glioma susundan tiiretilmistir (Volpe ve ark. 1975; Barth Rolf 1998). Deneyde
kullanilan C6 hiicresi, Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmokoloji

Anabilim Dalindan Yrd. Dog. Dr. Miris DIKMEN tarafindan hediye edilmistir.

2.1.4. Deneyde kullamlan soliisyonlarin hazirlanmalari

% 10 FBS-DMEM (Dulbecco’s Modification of Eagles Medium)(1 L)

% 10 besiyeri, NS20Y ve C6 hicrelerinin kuiltire edilmesinde

kullantlmistir.
Bilesikler Miktar
Fetal Bovine Serum (FBS) 100 ml
DMEM 10,15 gr
Penisilin/streptomisin 10 ml

Sodyum Bikarbonat (% 9,2’lik) 40 ml

DMEM ultra saf su iginde ¢oziilmiis, sodyum bikarbonat ilave edilerek 0.22
um filtreden gecirilmistir. Diger soliisyonlarla birlikte toplam hacim 1 L’ye
tamamlanmis ve steril ortamda hazirlanan medyum’un pH’si, HCI ile 7.4’e

ayarlanarak +4 °C’de saklanmustur.

1x PBS (Phosphate Buffered Saline) (1L)

Deney hiicrelerini yikamak i¢in kullanilmistir

Bilesikler Miktar
KCL 0.2 gr
NaCL 8ar
KHyPH4 0.2 gr
Na;HPO,4 1.14 gr
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De iyonize su iginde ¢oziilmiis, toplam hacim 1L’ye tamamlanmis ve

otoklav edilerek steril hale getirilmistir. Oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

1x PBS — EDTA (1 L)

Deney hiicrelerini yikamak i¢in kullanilmistir.

Bilesikler Miktar
KCL 0.2 gr
NaCL 8gr
KH,PH,4 0.2 gr
Na,HPO, 114 gr
EDTA 0.372 gr

De iyonize su i¢inde ¢oziilmiis, toplam hacim 1L’ye tamamlanmis ve

otoklav edilerek steril hale getirilmistir. Oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Tripsin-EDTA (100 ml)

Deney hiicrelerini flask yilizeyinden kaldirmak i¢in kullanilmistir.

Bilesikler Miktar
Tripsin-EDTA (10x) 50 ml
PBS-EDTA 50 mi

Soliisyon steril olarak satin alinmustir.

Notral red sollsyonu

10x stok soliisyonu (100 ml)

Notral red 0,33¢g
Distile su 100 ml

39



Stok soliisyonu yukarida verilen miktarlarda, vortekste karigtirilarak

hazirlanmigtir. Oda sicakliginda ve karanlikta, 2 ay saklanmustir.

1X calisma soliisyonu (10 ml)
10x stok 1ml

Medyum 9mi

Deney Oncesinde taze hazirlanan ¢alisma soliisyonu 0,22 um filtreyle steril

edilip 37 °C'lik su banyosunda yarim saat 1sitilmustir.

Notral red aynistiricis1 (NR- desorb) (100 ml)

Bilesikler Miktar
Glasial asetik asit 1ml
Etanol 50 ml

Toplam hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanmuistir.

MTT solisyonu (1 ml)

Bilesikler Miktar
MTT 5mg
Distile su 1ml

MTT boyasinin ¢dziilmesi i¢in 30 dk manyetik karistiricida bekletilmistir.
0,22 um filtreyle steril edilip kii¢iik hacimlerde, 151k gormeyecek sekilde -20

°C’de saklanmustir.
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5X TBE solusyonu (100 ml)

Bilesik Miktar
Tris Base 5,4 gr
Borik asit 2,75 gr
0,5 M EDTA (pH:8) 2 ml

Toplam hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlanmistir. Calisma soliisyonu

1x’dir. Stok soliisyonu 1: 5 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanilmistir.
2.1.5.Bor bilesenleri ve hazirlanmasi

BOREN (Tiirkiye Bor Arastirma Enstitiisii)’in destekledigi “2009-C-0214"
numarali ve “Bazi Bor Minerallerinin Antimikrobiyal, Antikanserojenik ve
Bakteri Yasamina Etkilerinin Arastirilmasi” baslikli projesinde kullanilan bor
bilesenleri Etibor’dan temin edilmistir.

Susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum perborat bilesenleri distile suda
coziilerek 250 mM’lik ana stok sollisyonu hazirlanmistir. Final konsantrasyonu 1
mM- 25 mM arasinda olan seri diliisyonlar hazirlanmistir ve deneylerde
kullanilmak tizere uygun Kkonsantrasyonlar segilmistir. NS20Y hicrelerinde
kullanilmak {tizere, susuz boraks’in 5, 7,5, 10, 15 ve 20 mM, sodyum perborat’in
0,03125, 0,0625, 0,125, 0,25 ve 0,5 mM ve potasyum perborat’ in 0,5, 1, 1,5, 2 ve
2,5 mM konsantrayonlart se¢ilmistir. C6 hucreleri icin, susuz boraks’in 0,125,
0,25, 0,5, 1 ve 2,5 mM, sodyum perborat’in 2,5, 5, 10 ve 15 mM, potasyum

perborat’ in 1, 5, 7,5, 10 ve 25 mM konsantrayonlar1 secilmistir.
2.2. YOontem
2.2.1. Hucre kaltara
Calismada kullanilan NS20Y ve C6 hiicreleri, % 10’luk Fetal Bovine Serum

(FBS), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), penicilin-streptomycin
ve % 9,2’lik sodyum bikarbonat (NaHCOs) iceren besiyerinde 25 cm®lik kltiir
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flasklari icinde, % 5 CO, ve % 95 hava ortaminda, 37 °C’deki nemli inklibat6rde
kiiltlire edilmislerdir.

NS20Y ve C6 hicreleri stoktan canlandirildiktan birkag pasaj sonra
deneylerde kullanilmistir. Hiicreler 1x PBS ile yikanmis ve 2x Tripsin-EDTA ile
flask ylizeyinden kaldirilarak santrifiij tiipiinde toplanmistir. Thoma lami ile
sayilan hiicreler kuyucuk basina; NS20Y i¢in 3,5x10°, C6 icin 3x10° hiicre olacak
sekilde % 10’luk FBS DMEM igerisinde siispansiyon hale getirilmis ve 96 kuyulu
kiltiir plakalarina aktarilmislardir. Hiicreler plaka yilizeyine yapisip ortama adapte
olmalar1 i¢in 24 saat, 37 °C’de, % 5 CO, ve % 95 hava ortamimda inkibe
edilmiglerdir. 24 saatin sonunda, hiicrelerin besi yerleri uzaklastirilmis ve
hiicrelere test bilesenlerinin belirlenen konsantrasyonlarini igeren besiyeri
verilmistir. Kontrol grubu hiicrelerine test bileseni uygulanmamis, sadece taze
besi yeri ilave edilmistir. Hazirlanan plakalar 24, 48 ve 72 saat siirelerde 37 °C de
% 5 CO; igeren inkiibatdrde biiyiitiilmiislerdir. Biitiin deneyler en az ikiser kere

tekrar edilmis ve sonuclarin ortalamalari1 alinarak degerlendirilmistir.

2.2.2. Sitotoksik testler

2.2.2.1. MTT testi

MTT testi, Chiba’nin yontemi gelistirilerek uygulanmistir (Chiba, 1998). Bu
yontemde MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
boyast kullanilmistir. Bor bilesenleriyle muamele edilen hiicrelerin 24, 48 ve 72
saat inkibasyonundan sonra besiyerleri uzaklastirilmistir. Final konsantrasyonu
her kuyucuga 0,5 mg/ml olacak sekilde verilip, 3 saat siireyle 37 °C’de % 5 CO,
inkiibatoriinde bekletilmistir. 3 saat sonunda, MTT sollisyonu uzaklastirilip olusan
formazan tuzlar1 0,1 ml DMSO ile ¢6ziilmiistir. Plaka, 250 devirde 10 dk hafifce
calkalanmis ve formazan tuzlarmin etkin bir sekilde ¢oziinmesi saglanmistir.
Ardindan, formazan kristallerinin ¢dzlinmesiyle olusan renk siddetinin optik
dansitesi (OD) plaka okuyucu cihazinda (Bio-Tek, EL x808- IU) 570 nm dalga
boyunda okutulmustur. Kontrol grubu ile kiyaslanarak bor bilesenlerinin ICsg

dozu belirlenmistir. Calismalar 4 paralel olarak 2’ser kez tekrar edilmis ve her bir

42



deneyin ortalamalar1 alinarak, SPSS (17.0)/ One Way Anova/ Post Hock testi ile

istatiksel olarak degerlendirilmistir.
2.2.2.2. Notral kirmizis1 alm testi

Ulusal toksikoloji kurumsal merkez programinin (The National Toxicology
Program Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological
Methods; NICEATM) (2003) yontemi gelistirilerek uygulanmustir.

NS20Y ve C6 hiicreleri, bor bilesenleriyle 24, 48 ve 72 saat muamele
edildikten sonra besiyerleri uzaklastirilmistir. Hlcreler 200 ul 1x” lik NR ¢alisma
solisyonundan 3 saat inkiibe edildikten sonra, NR soliisyonu uzaklastirilip
dikkatli bir sekilde 100 pul PBS-A ile yikanmistir. Notral red boyasinin hiicre
icinde ¢Oztinmesi igin kuyucuklara 100l NR —desorb ilave edilmis ve 20 dk
calkalanmistir. Olusan rengin OD’ si plaka okuyucuda (Bio-Tek, ELx808-1U) 570
nm’de ol¢iilmiistiir.

Yapilan MTT ve NR sitotoksisite test sonuclarinin degerlendirilmesinin
ardindan, hiicreler i¢in toksit olmayan en uygun doz ve siireler tespit edilmistir.

Apoptoz belirleme testleri bu doz ve siirelerde uygulanmistir.
2.2.3. Apoptoz belirleme testleri
2.2.3.1. Mitokondri zar gecirgenligi testi

MitoCapture™ (Biovision, K250) apoptoz tanimlama kit’inin onerdigi
protokole uygun olarak calisilmistir. Bu yontemde, saglikli ve apoptotik hiicreler
mitokondriyal zar gecirgenliklerindeki farka dayali olarak tespit edilmistir.

Mitokondriyel zar gegirgenligi ¢calismasinda, NS20Y ve C6 hiicreleri flask
basina sirayla 2,3x10° ve 2x10° hiicre olacak sekilde ekilmiglerdir. Bor
bilesenlerinin ICsy dozlarinin bir alt konsantrasyonlar1 olan, NS20Y hiicrelerinde
susuz boraks i¢in 7,5 mM, sodyum perborat icin 0,25 mM, potasyum perborat i¢in
2 MM test maddesi hiicrelerin besi yerine ilave edilmistir. C6 hiicrelerinde susuz
boraks i¢in 0,5 mM, sodyum perborat i¢cin 10 mM, potasyum perborat i¢in 0,1

mM olarak hiicrelerin besiyerine ilave edilmistir. Deneyin negatif kontrol icin
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hlcrelere sadece besiyeri; pozitif kontrolu igin ise Cis-platin 7,5 uM iceren
besiyeri ilave edilmistir. Her bir test maddesi ile hiicreler 48 saat inkiibe edildikten
sonra 1x10° hiicre 500 xg de 5 dk santrifiij edilerek toplanmistir. Oda sicakliginda
hazirlanan mito-capture soliisyonunda tekrar siispanse edilen hiicreler 37 °C, % 5
CO; inkiibatérde 20 dk bekletilmistir. Siire sonunda hiicreler 500 xg’ de 5 dk
santrifiij edilerek boya soliisyonu uzaklastirilmis ve pellet hiicreler tekrar
inkiibasyon soliisyonu ile seyreltilmistir. Bu soliisyondan 20 pl lama damlatilarak
hazirlanan preparatlar karanlik ortamda florasan mikroskobunda (Olympus Ix70),
WB filtre ile incelenmistir. Saglikli (kirmizi), apoptotik (yesil) hiicreler sayilarak
ortalamalar1 alinmus, ¢izelge (3.1- 3.2)ve grafik (3.9- 3.10) halinde sunulmustur.

2.2.3.2. Kaspaz 3/ 8 aktivasyonu

Apoptoz belirleme yontemlerinden olan kaspaz aktivitesi 6lcimu, Kaspaz-
3/CPP32 ve Kaspaz-8/FLICE (Bivision) kolorimetrik deney Kiti’nin o6nerdigi
yonteme gore uygulanmustir.

Kaspaz 3/8 aktivasyonu i¢in NS20Y ve C6 hiicreleri flask basina sirayla
2,3X105 ve 2x10° hiicre olacak sekilde ekilmislerdir. Bor bilesenlerinin ICs
dozlarmnin bir alt konsantrasyonlar1 olan, NS20Y hiicrelerinde susuz boraks i¢in
7,5 mM, sodyum perborat icin 0,25 mM, potasyum perborat igin 2 mM test
maddesi hiicrelere uygulanmistir. C6 hiicrelerinde susuz boraks icin 0,5 mM,
sodyum perborat icin 10 mM, potasyum perborat i¢in 0,1 mM olarak hicrelerin
besiyerine ilave edilmistir. 48 saat inkiibe edildikten sonra, 2x10° hiicre santrifij
edilerek toplanmigtir. Pellet halindeki hiicrelere, 50 pl hiicre liziz tamponu
konulup 10 dk buz igerisinde inkiibasyona birakilmistir. Hiicre ekstratini ayirmak
i¢gin siirenin sonunda 10.000 xg’de 1 dk santrifiij edilmis ve siipernatan kismi
temiz ependorf tiipe aktarilmigtir. Elde edilen protein miktarlar1 Nanodrop
spektrofotometre cihazinda Ol¢lilmistiir. 100 pg protein 96°lik plakalarin
kuyucuklarina aktarilmig ve tizerine kaspaz 6zgiil substratlar ilavesi edilerek plaka
2 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda, reaksiyonlar plaka 400 nm

dalga boyunda, plaka okuyucuda (Bio-Tek, ELx808-IU) okutulmustur.
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2.2.3.3. DNA fragmentasyonunun agaroz jel elektroforezi ile

analizi

DNA fragmentasyonu yoéntemi, Quick Apoptotic DNA Ladder Kiti’nin
onerdigi sekilde uygulanmstir.

NS20Y ve C6 hiicreleri, sirayla 7x10° ve 6x10° sayida 75 cm?’lik flasklara
ekilmislerdir. Hiicreler, bor bilesenlerinin ICso dozunun bir alt konsantrasyonu ile
48 saat inkiibe edilmistir. 7,5 mM susuz boraks, 0,25 mM sodyum perborat, 2 mM
potasyum perborat NS20Y hiicrelerine uygulanmistir. 0,5 mM susuz boraks, 10
mM sodyum perborat, 0,1 mM potasyum perborat C6 hiicrelerinin besiyerine
ilave edilmistir. Inkiibasyon sonunda, 3x10° hiicre santrifiij edilerek pellet haline
getirilmistir. 200 pl PBS ile yikanan hiicrelerin {izerine 105 pl liziz tamponu ilave
edilip nazikge pipetleyerek karistirilmig ve ardindan 45 pl enzim A solisyonu
ilave edilerek, 37 °C’de 10 dakika, 15 pul Enzim B ilavesi yapilarak 50 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda, her bir Ornege sirasiyla 15 ul
amonyum asetat ve 150 pl izopropanol eklenip iyice karistirilmistir. -20 C’de 10
dakika inkiibasyonun ardindan DNA’nin ¢okelmesi i¢in 13000 rpm’de (+ 4 °C) 10
dk santriflij edilmistir. Dipte toplanan DNA, 1,5 ml % 70’lik etanol ile nazikge
yikanmis ve tekrar 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek etanol uzaklastirilmistir.
DNA’dan etanoliin tamamen uzaklasmasini saglamak igin, tiipler agz1 acik sekilde
oda sicakliginda 2-3 saat bekletilmis, 30 ul DNA sispansiyon tamponu ile DNA
pelleti dagitilarak agaroz jel igin hazir hale getirilmistir. Izole edilen DNA’nin
goriintiilenmesi amaciyla, % 1,2°lik Agaroz jel hazirlanmis ve igerisine 0,5 pg/mi
etidyum bromir solisyonundan 5 pl eklenerek elektroforez tankina dokiilmiistir.
Jel donduktan sonra, yiikleme boyasiyla karistirilan 30 ul DNA her bir kuyuya
yiikklenmis ve marker olarak Sigma 123 bp DNA ladder kullanilmistir. 5 V/em
elektrik akimi altinda 1-2 saat boyunca DNA’nin yiirlimesi saglanmigstir. Jel UVP

jel goriintiileme sistemi ile goriintiilenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Sitotoksik Etkiler

Susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum perborat bilesenleri materyal
yontemde agiklanan konsantrasyonlarda NS20Y ve C6 hicrelerine uygulanmis,
MTT ve NR ydntemlerinin sonucuna gore her bir bor bilesiginin her bir hiicre i¢in
ICs0 degerleri belirlenmistir. 1Cso’nin bir diisiik konsantrasyonu apoptoz belirleme

yontemlerinde kullanilmaistir.

3.1.1. Susuz boraks

NS20Y hucrelerinde uygulanan 2,5 ve 1 mM konsantrasyonlarinin

sitotoksik etkilerinin kontrol grubuna yakin degerlerde oldugu gorilmiis, 25 mM
dozunun hicreler icin sitotoksik oldugu belirlendiginden degerlendirmeye

alinmamustir. Yeni doz araliklar1 20, 15, 10, 7,5 ve 5 mM olarak belirlenmistir.
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Edh24 @h48 W h72
Sekil 3.1.  Susuz boraksimn, NS20Y hiicresi tizerindeki sitotoksik etkinin MTT (a) ve Notral
kirmizist alim (b) testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlaml

farkliliklar1 gostermektedir (p< 0,001)

Sekil 3.1(a)’da; Susuz boraks uygulamasinin ardindan 24 saat sonra

hlcrelerdeki sitotoksik etkisi bitlin konsantrasyonlarda birbirine yakin degerlerde
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cikmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda hiicre canliliginda azalma olmasina
karsin, istatiksel olarak degerlendirildiginde anlamli bir fark goériilmemistir. 48
saat sonunda ise hiicre canliliginda doza bagl belirgin bir azalma gézlenmistir.

MTT ile belirlenen uygun konsantrasyonlar NR testinde de uygulanmis ve
sonuglar degerlendirilmistir. Sekil 3.1 (b)’de; 24 saat inkiibasyon sonunda, susuz
boraksin, NS20Y hiicre iizerinde lizozomal aktiviteye dayali sitotoksik etkisinde
anlaml farklilik goriilmemistir. 48 saat sonunda, 10 mM susuz boraks’in hiicre
sayisini yariya azalttigi gozlenmis ve susuz boraksin 1Cso dozunun 10 mM oldugu
belirlenmistir. Apoptoz belirleme testlerinde ICsp’nin bir diisiikk konsantrasyonu
(7,5 mM) kullanilmustir.

C6 hicrelerinde, belirlenen yeni dozlarin 24 ve 48 saatlik etkisinde anlamli

farkliliklar  gozlenmemistir  (Sekil 3.2.a). 72 saat sonunda ImM’lik

konsantrasyonunun hiicre sayisini kontrole gore yar1 yartya azalttigi goriilmiistiir.
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Kontrol 0,125 0,25 0,5 1 2,5 Kontrol 0,5 1 2,5 5 10

Final Konsantrasyonu (mM
Final Konsantrasyonu (mM) Y L
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Sekil 3.2. Susuz boraksin, C6 hiicresi iizerindeki sitotoksik etkinin MTT (a) ve Notral
kirmizist alimi (b) testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlaml

farkliliklar1 gostermektedir (p< 0,001)

0,125 ve 0,25 mM susuz boraks konsantrasyonlarinin C6 hiicrelerinde
herhangi bir sitotoksik etkisi olmadigi MTT testiyle belirlendikten sonra, NR
testinde bu iki konsantrasyonlar uygulanmamis ve ¢alismalara 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10

mM konsantrasyonlari ile devam edilmistir. Sekil 3.2 (b) incelendiginde, 24 saat
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sonunda biitlin konsantrasyonlarin hiicredeki sitotoksik etkisinin birbirine yakin
oldugu ve kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir fark olmadigi gorilmiistiir. 48.
saatte hiicre sayisinda doza bagli bir azalma gozlenirken 72 saat sonunda 1
mM’dan daha yiksek konsantrasyonlarda ani bir diisiis gozlenmistir. Susuz
boraksin, C6 hiicresinde susuz boraksin I1Csy degerinin 48 saatte 1 mM olduguna
karar verilmigtir. Apoptoz belirleme yontemlerinde ICso degerinin bir diisiik

konsantrasyonu olan 0,5 mM’1n kullanilmas1 uygun goriilmiistiir.

3.1.2. Sodyum perborat

MTT testinin sonuglarina gore, 24 saatlik inkilbasyon sonunda NS20Y
hicrelerinde sodyum perboratin higbir konsantrasyonunun sitotoksik etkiye sahip
olmadig1 goriilmiistiir. Ancak, 48 ve 72. saatlerde hiicre sayisinda doza bagh
azalma gozlenmistir (Sekil 3.5 (a)).

NR testinde, MTT yonteminde c¢alisilan konsantrasyonlar aynen
uygulanmistir.  NS20Y hiicresinde sodyum perboratin 0,5 ile 0,25 mM
konsantrasyonlarinin hem 24 hem de 48. saatlerde sitotoksik etkiye sahip oldugu
goriilmistiir. 72. saatin sonunda hiicre sayisindaki doza bagli azalmanin diger
inkiibasyon siirelerine gore daha az oranda gergeklestigi goriilmiistiir. Bu
degerlendirmeler sonucunda kontrole oranla en uygun ICsy degerinin 48 saatte 0,5
mM oldugu belirlenmis (Sekil 3.5 (b) ) ve apoptoz belirleme yontemlerinde ICsg
degerinin bir diisiik konsantrasyonu olan 0,25 mM’in kullanilmasi uygun

gOrilmistiir
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Sekil 3.3. Sodyum perboratin, NS20Y hiicresi {izerindeki sitotoksik etkinin MTT (a) ve Notral
kirmizist alimi (b) testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlaml

farkliliklar1 gostermektedir (p< 0,001)

C6 hicrelerinde sodyum perborat etkisiyle (Sekil 3.6 (a)) 24. saatte hiicre

sayisinda anlamli bir azalma goriilmemistir. 48. ve 72. saatte hiicre sayisinda doza
bagh etki gbozlenmistir.

Sodyum perboratin C6 hiicresinde MTT ile belirlenen sitotoksik etkisi NR
testi ile de dogrulanmistir. Sekil 3.6 (b) incelendiginde; 24 ve 48 saatlik
inkibasyon sireleri sonunda hiicre sayisinda doza bagli zayif bir azalma meydana
gelmigtir. 72. saatte 2,5 mM’dan daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre sayisinin
belirgin bir sekilde azaldig1 gériilmiistiir. Her iki yontemin sonucuna gére sodyum
perboratin C6 hiicrelerindeki I1Csp degerinin 48. saatte 10 mM oldugu belirlenmis
ve apoptoz belirleme yontemlerinde ICsp degerinin bir diisiik konsantrasyonu olan

5 mMM’1n kullanilmasi uygun goriilmiistiir.
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Sekil 3.4. Sodyum perboratin, C6 hiicresi iizerindeki sitotoksik etkinin MTT (a) ve Notral
kirmizis1 alimu (b) testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli

farkliliklar1 gostermektedir (p< 0,001)

3.1.3. Potasyum perborat

Potasyum perborat’ i NS20Y hicreleri Gzerindeki sitotoksik etkisi

incelendiginde 24. saatte hiicre sayisinda doza bagli anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir. 48 saatlik sitotoksik etkide doza bagl zayif bir artis gézlenmis,
72. saatte ise doza bagli anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (Sekil 3.7 (a)). NR
testi ile belirlenen sitotoksik etki de MTT sonuglarina benzerlik gostermektedir
(Sekil 3.7 (b)). Her iki testin sonuglart incelendiginde potasyum perboratin
NS20Y hcrelerindeki 1Csp degerinin 2,5 MM olduguna belirlenmis ve apoptoz
belirleme yontemlerinde 1Cso’nin  bir diisik konsantrasyonu olan 2 mM

kullantlmistir.
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Sekil 3.5. Potasyum perboratin, NS20Y hiicresi iizerindeki sitotoksik etkinin MTT (a) ve
Notral kirmizisi alimi (b) testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlaml farkliliklar1 gostermektedir (p< 0,001)

Sekil 3.8 (a) incelendiginde, potasyum perborat’in C6 hiicreleri tizerinde 24
ve 48. saatlerde doza bagl zayif bir sitotoksik etkiye sahip oldugu goriiliirken 72.
saatte sitotoksik etkide doza bagli anlamli bir artis oldugu goézlenmistir. NR
sonuglarina bakildiginda (Sekil 3.12) 24. saatte doza bagl zayif bir sitotoksik etki
gorilurken, 48 ve 72. saatlerde bu etkide doza bagli daha anlamli bir artis
gozlenmistir. Her iki ¢alismanin sonucu degerlendirildiginde, potasyum perborat-
i C6 hucresinde ICsy degerinin 48. saatte 5 mM oldugu belirlenmis ve apoptoz
belirleme yontemlerinde 1Cso’nin  bir diisik konsantrasyonu olan 1 mM

kullanilmistir.

51



0,50

0,60
0,40

g 3
° o
5 0,30 =
:? 20,407
o 2
80207 3 *
T o
*
0,20 ICso
0,101 . I *
* .k i PN E
0,00
Kontrol 1 5 7,5 10 25 Kontrol 1 5 75 10 25
Final Konsantrasyonu (mM) Final konsantrasyonu (mM)
a b

Eh24 Wh48 M h72

Sekil 3.6. Potasyum perboratin, C6 hiicresi tizerindeki sitotoksik etkisinin MTT (a) ve Notral
kirmizist alimu (b) testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli

farkliliklar1 gostermektedir (p<0,001)

NS20Y hiicrelerinin bor bilesenleriyle 48 saat inkiibasyonu sonunda
morfolojik goriintiileri (sekil 3.7) inverted mikroskopta (X71 Olympus)
incelendiginde; susuz boraksin (7,5 mM), sodyum perboratin (0,25 mM) ve
potasyum perboratin (2 mM) etkisiyle hiicre proliferasyonunda kontrole gore
yaklagik % 50 azalma gozlenmistir. NS20Y hiicrelerinin kontrol grubunda,
hiicreler birbirine yapisik kii¢iik kiimeler halinde goéruliirken, susuz boraks ve
sodyum perborat bilesenlerinin etkisinde hiicrelerin birbiriyle etkilesiminin zayif,
kiimelesmenin olduk¢ca az ve hiicre morfolojisinin daha yuvarlak oldugu
gorilmiistiir. Potasyum perboratin etkisiyle hiicre etkilesimlerinin oldukg¢a zayif

oldugu ve kiimelesmenin olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.7.

NS20Y hicrelerinde kontrol (a), susuz boraks (b), sodyum perborat (c) ve potasyum
perboratin (d) 48. saat inkiibasyon sonrasindaki 1Csy doz etkisinin inverted
mikroskop goriintileri (X200). Hiicre proliferasyonunda doz artigina paralel olarak
bir azalma ve hiicre morfolojisinde yuvarlaklagma, biiziilme, gibi degisimler

gozlenmektedir.
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Sekil 3.8. C6 hicrelerinde kontrol (a), susuz boraks (b), sodyum perborat (c) ve potasyum
perboratin (d) 48. saat inkiibasyon sonrasindaki 1Csy doz etkisinin inverted
mikroskopta ki géruntileri (X200). Hicre proliferasyonunda doz artisina paralel
olarak bir azalma ve hiicre morfolojisinde yuvarlaklagsma, biiziilme gibi degisimler

gozlenmektedir.

C6 hiicrelerinin bor bilesenleriyle 48 saat inkiibasyonu sonunda morfolojik
goriintiileri (sekil 3.8) inverted mikroskopta (X71 Olympus) incelendiginde; susuz
boraksin, sodyum perboratin ve potasyum perboratin etkisiyle hiicre proliferas-
yonunda kontrole gore yaklasik % 50 azalma goézlenmistir. C6 hiicrelerinin
kontrol grubunda, i§ seklinde olan hiicrelerin birbirleriyle etkilesiminin fazla
oldugu goriilirken, susuz boraks (0,5 mM) etkisinde hicrelerin birbiriyle

etkilesiminin zayif oldugu, oval sekilini alan hiicrelerin kiiclik kiimeler
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olusturduklari, sodyum perboratin (5 mM) etkisinde hiicre etkilesimlerinin daha
fazla, hiicre morfolojisinin kontrol grubuyla hemen hemen ayni goriinimde
oldugu goézlenmistir. Potasyum perboratin (I mM) etkisiyle ise hiicrelerin
birbirleriyle etkilesiminin oldukc¢a zayif oldugu, hiicrelerin daha yuvarlak ve

kiimelesmenin oldukc¢a az oldugu goriilmiistir.

3.2. Mitokondriyel Zar Biitiinliigii Testi

Mitokondri zar bitiinliigii belirleme yontemi daha 6ncede agiklandigi tizere,
saglikli ve apoptotik hiicrelerin mitokondri zarlarinda ve sitoplazmalarinda biriken
0zel bir florasan boyanin yaydigi 1simanin florasan mikroskobuyla
goriintiilenmesi prensibine dayanmaktadir. Florasan boyanin saglikli hiicrelerde
mitokondri matriksinde birikmesiyle hiicrenin parlak kirmizi renkte goriinmesine
sebep olmaktadir. Apoptoza ugramis hiicrelerde ise mitokondri zar biitiinligii
bozuldugu i¢in boya mitokondride birikemedigi i¢in sitoplazmada monomerik
yapida kalmaktadir ve bdylece apoptotik hiicreler parlak yesil renkte
gortilmektedir. Florasan boyanin yaydigi sinyaller florasan mikroskobunda
(Olympus 1X70) FITC veya Rhodamine filtreleriyle inlecenmektedir (Heiden ve
ark. 1997). Bu calismada susuz boraks, soydum perborat, potasyum perborat
bilesenlerinin sitotoksisite calismalariyla belirlenen konsantrasyonlari ve
inkiibasyon siireleri uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak da hicreleri apoptoza
stiriikledigi bilinen ve kanser tedavisinde kullanilan Cis-platin (7,5 mM)
uygulanmustir. Incelenen preparatlardan her bir érnek igin normal ve apoptoza

ugrayan toplam 5000 hicre sayilmis ve ylizde ifadelere donistiiriilmiistiir.

3.2.1. Bor bilesenlerinin NS20Y hucrelerinde mitokondriyel zar

biitiinliigii Uzerine etkileri

Susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum perborat’m NS20Y
hlcrelerinde apoptotik etkileri morfolojik olarak gézlemlenmistir. Toplam 5000
hiicre icerisinde normal ve apoptotik hiicreler sayilmis, % apoptoz oranlari
belirlenmis ve grafikler ¢izilmistir. (Sekil 3.9) Hucreler floresan mikroskopta

fotograflanmis ve Sekil 3.10°da sunulmustur. Kontrol hiicreleriyle kiyaslan-
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diginda susuz boraks’in % 71,38, sodyum perborat’in % 69,68 ve potasyum
perborat’in % 66,88 oraninda apoptotik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. NS20Y
hiicreleri normal morfolojilerinden farkli olarak yuvarlak ve biiziismiis sekilde

gozlenmistir.

Cizelge 3.1.  Susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum perborat bilesenlerinin NS20Y

hicrelerinde 48 saat inkibasyon sonrasi apoptoz iizerine etkilerinin sayim ve %

oranlari
Mitokondriyal Zar Biitiinliigii Testi
Apoptotik Hiicre
NS20Y Toplam pop
Hucre Sayist | Sayist Oranm %
Kontrol 5000 3245 6,49
SusuzBoraks (7,5 mM) 5000 3569 71,38
Sodyum Perborat (2 mM) 5000 3484 69,68
Potasyum Perborat (2 mM) 5000 3344 66,88
Cis Platin (7,5 mM) 5000 3868,5 77,37
90
X 80
£ 70
(4]
c 60
5 50
Z 40
-
g 30
‘g'. 20
g 10
o L W
kontrol susuz sodyum potasyum cis-platin
boraks perborat perborat

Sekil 3.9. Susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum perborat bilesenlerinin NS20Y

hiicrelerinde 48 saat inkibasyon sonrasi apoptoz iizerine etkileri.
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Sekil 3.10.

NS20Y hcrelerinde 48 saat sonra susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum

perborat bilesenlerinin apoptotik etkilerinin mito-capture boyama ile deger-
lendirilmesi. Sari-kirmizi saglikli hiicreleri, yesil apoptotik hiicreleri gostermektedir.
Kontrol, b. Cis-platin (7,5 mM), c. Susuz boraks (7,5 mM), d. Sodyum perborat
(0,25 mM), e. Potasyum perborat (2 mM) (x400)
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3.2.2. Bor bilesenlerinin C6 htcrelerinde mitokondriyel zar biitiinliigii

Uzerine etkileri

Susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum perborat uygulanan C6
hiicrelerinde apoptotik etkiler morfolojik olarak gozlemlenmistir. Toplam 5000
hiicre icerisinde normal ve apoptotik hiicreler sayilmis, % apoptoz oranlar1 belir-
lenmis ve grafikler ¢izilmistir (Cizelge 3.2). Hicreler floresan mikroskopta
fotograflanmis ve Sekil 3.11°de sunulmustur. Kontrol hiicreleriyle kiyaslandi-
ginda potasyum perborat’in % 46,73, sodyum perborat’in % 45,89 ve susuz
boraks’in % 40,75 oraninda apoptotik etkiye sahip oldugu goriilmistiir. C6 hucre-
leri ig seklindeki morfolojisinden farkli olarak yuvarlak ve biiziismiis sekilde goz-

lenmistir.
Cizelge 3.2. C6 hucrelerinde 48 saat inkibasyon sonrast susuz boraks, sodyum perborat ve

potasyum perborat bilesenlerinin apoptoz tizerine etkilerinin sayim ve % oranlari

Mitokondriyel Zar Biitiinliigii Testi
Apoptotik hticre
C6 Toplam hiicre sayist
Sayisi Oran (%)

Kontrol 5000 741 12,82

Susuz boraks (0,5 mM) 5000 2037,5 40,75

Sodyum perborat (5 mM) 5000 22945 45,89

Potasyum perborat(1 mM) 5000 2336,5 46,73

Cis-platin (7,5 mM) 5000 2944 58,88
70
60

50

40

30

20

10 .
0

kontrol susuz boraks sodyum potasyum cis-platin
perborat perborat

Apoptotoik hiicre orani (%)

Sekil 3.11.  Susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum perborat bilesenlerinin C6

hicrelerinde 48 saat inkibasyon sonras1 apoptoz iizerine etkileri.
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Sekil 3.12.

C6 hicrelerinde 48 saat sonra susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum perborat
bilesenlerinin apoptotik etkilerinin mito-capture boyama ile degerlendirilmesi. Sari-
kirmizi saglikli hiicreleri, yesil apoptotik hiicreleri gostermektedir a. kontrol, b. Cis-
platin (7,5 mM), c. susuz boraksin (0,5 mM), d. sodyum perborat (5 mM), e.
potasyum perborat (1 mM) (x400)
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3.3. Kaspaz 3/ 8 Aktivasyon Belirleme Testleri

Bor bilesenlerinin, kaspaz 3 / 8 aktivasyonlari Uizerine etkisi NS20Y ve C6
hiicrelerinde gozlemlenmistir. Susuz boraks NS20Y hicresinin kaspaz 3
aktivasyonunda yaklasik 3 kat1 artisa neden olurken sodyum perborat yaklasik 4,5
kat, potasyum perborat ise yaklasik 11 kat artisa sebep olmustur. Diger yandan her

i bor bilesigi kaspaz 8 aktivasyonunda yaklasik 2,5 kat artisa neden olmustur

(Cizelge 3.3 ve Sekil 3.13).

Cizelge 3.3. Bor bilesenlerinin NS20Y hicrelerinde kaspaz 3/ 8 aktivasyonlar1 (zerine etkisi

Susuz Sodyum | Potasyum
NS20Y Kontrol
boraks perborat | perborat
Caspase 3 | 0,04 0,11 0,186 0,447
Caspase 8 | 0,045 0,11 0,113 0,098
M kaspaz3 mkaspaz8
. 05
g
© 04
z
o 03
>
[7,)
@©
2 0.2
)
<
~ 0.1
@
o
S
~ 0 -
kontrol susuz sodyum Potasyum
boraks perborat perborat

Sekil 3.13.

Susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum perborat bilesenlerinin NS20Y

hiicrelerinde kaspaz 3 ve 8 enzim aktivasyonlar Uzerine etkisi

60




C6 hicresinde test edilen bor bilesenlerinin kaspaz 3 ve 8 aktivasyonlari
uzerine etkilerinin birbiriyle benzer ve oldukc¢a zayif oranda oldugu gozlenmistir.
Susuz boraks ve sodyum perborat C6 hicresinin kaspaz 3 aktivasyonunda
yaklasik 1 kat artisa neden olurken potasyum perborat yaklasik 1,5 kat artisa
sebep olmustur. Diger yandan her ii¢ bor bilesiginin kaspaz 8 aktivasyonu {izerine

etkisi kaspaz 3 ile ayni oranda gergeklesmistir (Cizelge 3.4 ve Sekil 3.14).

Cizelge 3.4. Bor bilesenlerinin C6 hiicrelerinde kaspaz 3/ 8 aktivasyonlari {izerine etkisi

Susuz Sodyum | Potasyum
C6 Kontrol
boraks perborat | perborat
Caspase 3 | 0,060 0,062 0,068 0,089

Caspase 8 | 0,066 0,050 0,070 0.103

M kaspaz3 ™ kaspaz8

a

S o1
2 0.08
(@]

& 0.06 -
S

2 0.04 -
<

. 0.02 -
> 0 -
(1]

b4

kontrol susuz sodyum potasyum
boraks perborat perborat

Sekil 3.14.  Bor bilesenlerinin C6 hiicrelerinde kaspaz 3/ 8 aktivasyonlar1 iizerine etkisi

3.4. DNA Fragmentasyon Analizi

Test bilesenlerinin apoptotik etkilerinin belirlenmesi amaciyla olast DNA
kiriklarinin goriintiilenmesi i¢in Agaroz jel elektroforezi yontemi Quick Apoptotic
DNA Iladder kiti (Biovision, K120) protokoliine gore uygulanmistir. Apoptozun

son evresinde DNA niikleozomlar arasindan kirilarak agaroz jelde merdiven go-
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riintlisii olusturur. Calismada bor bilesenlerinin dnceden belirlenen konsantras-
yonlartyla C6 htcreleri muamele edilmistir. Kontrol hucrelerinin DNA’lart
kirllmadan tek bir bant halinde gozlenirken (K siitunu), susuz boraksin C6
hiicrelerinin DNA’larinda diisiik oranda kirilmaya yol agtigi ve sodyum perborat
ile potasyum perboratin uygulandigi hiicrelerin DNA’larinda herhangi bir
kirilmanin olmadigi goézlenmistir (Sekil 3.15.b). Calismada kullanilan bor
bilesiklerinin NS20Y hiicre DNA’larinda kirtlmaya neden olmadigi gozlenmistir
(Sekil 3.15.a)

-a- -b-
Sekil 3.15.  NS20Y hcresine (a), C6 hiicresine (b) bor bilesenlerin DNA fragmentasyonuna
etkisi. Molekiil agirlik markeri, K. Kontrol, 1. Sodyum perborat, 2. Susuz boraks, 3.
Potasyum perborat, C. Cis-platin
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Cizelge 3.5.

etkilerinin gosterildigi genel sonug tablosu.

Bor bilesenlerinin NS20Y ve C6 kanserli hiicre hattinda sitotoksik ve apoptotik

NS20Y Hicreleri

C6 Hicreleri

Susuz boraks

1Cs

48. saatte 7,5 mM

48. saatte 0,5 mM

Mitokondri zar

biitiinligii (% apoptoz)

% 71

% 41

Kaspaz aktivasyonu

Kaspaz 3; 3 kat artis

Kaspaz 3 ve 8; 1 kat

Sodyum perborat

Kaspaz 8; 2,5 kat artis | artig
DNA fragmentasyonu Kirilma yok Zayif Kirilma etkisi
1Csp 48. saatte 0,25 mM 48. saatte 5 mM

Mitokondri zar

biitiinligii (% apoptoz)

% 70

% 46

Kaspaz aktivasyonu

Kaspaz 3; 4,5 kat artis

Kaspaz 3 ve 8; 1 kat

Potasyum perborat

Kaspaz 8; 2,5 kat artig | artis
DNA fragmentasyonu Kirilma yok Kirilma yok
1Cso 48. saatte 2 mM 48. saatte 1 mM

Mitokondri zar

biitiinliigii (% apoptoz)

% 67

% 47

Kaspaz aktivasyonu

Kaspaz 3; 11 kat artis
Kaspaz 8; 2,5 kat artis

Kaspaz 3 ve 8; 15
kat artig

DNA fragmentasyonu

Kirilma yok

Kirilma yok
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4. TARTISMA VE SONUC

Dinya bor rezervlerinin %72’sinin bulundugu iilkemizde bor; sanayi,
teknoloji, saglik alanlarinda kullanilan degerli bir madendir. Borun, kemik
gelisimi lizerindeki olumlu etkisinden (Bronner 2008) antibakteriyel ve antifungal
aktivitelerine (Bursali ve ark. 2011) kadar bir¢ok ozelliginden saglik alaninda
faydalanilmaktadir. Bunlara ek olarak, anti-kanser alanindaki ¢aligmalar da her
gecen giin artmaktadir. Bu kadar genis kullanim alanina sahip olan bor’un kanserli
hiicre hatlar1 {izerindeki bilinen etkileri géz Oniine alinarak calismamizda gesitli
bor bilesiklerinin iki farkli beyin timoru tizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu
calismada kullanilan susuz boraks, sodyum perborat ve potasyum perborat
bilesenlerin normal ya da kanserli hiicre hatlarinda ki etkilerini gosteren bir
literatiir bilgisine rastlanmamuistir. Bu nedenle ¢alismamiz néroblastoma ve glioma
kanser hiicreleri iizerinde bor bilesenlerinin apoptotik etkisini arastirmak adina ilk
On ¢alisma niteligindedir.

Su, toprak gibi canlililarin yasadigi her yerde bor bulunmakta ve canlilar
icin 6nemli mikrobesini olusturmaktadir. Bakterilerden memelilere kadar hemen
hemen biitiin canlilarda temel bir iz elementtir. Birgok ¢alisma gdstermistir ki; bor
elementi bagisiklik fonksiyonlariyla ilgili biyomolekiillerin yapisinda bulunmakta,
cesitli biyokimyasal yolaklarda 6nemli ve Ozgiin roller Ustlenmektedir (Hunt
2003). Ayni zamanda bor embriyogenezdeki hiicre farklilagsmasinda, yara
iyilesmesinde, kalsiyum ve kemik metabolizmasinda, c¢ok sayida proteinin
transkripsiyonunda ve translasyonunda énemli gorevler Ustlenmektedir. Ancak
bor iceren ligandlar igin 6zgiil bir reseptor heniiz karakterize edilmemistir ve bu
reseptorlerin fonksiyon mekanizmasi da bilinmemektedir (Dzondo-Gadet ve ark.
2002). Son yillarda bazi bor igerikli biyomolekiillerin igerdikleri bor sayesinde
ligandlarla dort tane koordine kovalent bag olusturabildikleri kesfedilmistir. Diger
yandan, bor elementinin icinde bulundugu kompleksi termodinamik olarak kararli
hale getirdigi de bazi ¢aligsmalarda bildirilmistir (Hunt 2003).

Bitkilerde karbonhidrat metabolizmasinda, hormon aktivasyonunda, tohum
cimlenmesinde, damar sistemi elemanlar1 olan ksilem ve floemin

farklilasmasinda, hiicre zar1 yapisinda ve fonksiyonunda borun 6nemli rol
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oynadig1 belirtilmistir. Ornegin topraktaki bor eksikligi kok meristem hiicrelerinin
bollinmesini ve buyumesini engelleyerek bitki kokinin uzamasini1 durdurmaktadir
(Dell ve Huang 1997). Tarim uygulamalarinda bor konsantrasyonu arttik¢a bitki
blylmesinin baskilandigi sonucuna varilmistir. Pamuk bitkisi iizerinde yapilan bir
calismada, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0 ppm bor iceren suyla sulanan bitkide dozun
artisina bagli olarak pamuk veriminde diisiis gozlemistir. Diisiik dozlarda bor
uygulamasimnin pamuk verimini arttirmasina karsin doz artis1 ile birlikte verim
azalmasi borun bitkiler i¢inde bir iz element oldugunu gostermektedir (Uygan ve
Cetin 2009).

Bor insanlar igin de besinlerle giinliik olarak alinmasi gereken iz elementler
arasindadir. Diyetle alinan giinliik bor miktar1 arttirilan ve kisitlanan iki deney
gurubunda beyin fonksiyonlarindaki ve giinliik aktivitelerdeki degisim
incelenmistir. Saglikli yaslh kadin ve erkeklerden olusan deney gruplarindan birisi
3.25 mg/gun bor igeren diyetle beslendiginde beyin fonksiyonlarinda ve biligsel
performansinda artis gozlenirken, 0,25 mg/giin bor iceren diyetle beslenen grupta
ise yavas aktivitelere egilimin arttig1 hizl aktivitelere egilimin ise azaldigi rapor
edilmistir (Penland 1994). Nielsen ve arkadaslarinin yapmis oldugu g¢alismada,
ginlik bor aliminda 0,25 mg’dan 3,25 mg’a kadar olan artisin menopoz sonrasi
kadinlarda plazma estradial ve testosteron konsantrasyonunda artisa neden oldugu,
idrarla kalsiyum atiliminin azaldigi rapor edilmistir (Nielsen ve ark. 1987). Diger
yandan Sheng ve arkadaslarimin 2001 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 5 hafta
boyunca glinliik diyetin 5 ppm bor ile desteklenen ovaryumlar: alinmig ratlar ayni
zamanda Ostrojen ile muamele edilmisler. Sonu¢ olarak tek basina alindiginda
borun kemik parametreleri iizerinde etkili olmadig1r fakat ovaryumlari alinmig
ratlara Ostrojen ile birlikte bor verildiginde kemik kalitesi {izerine Ostrojenin
faydali etkilerini arttirdig1 gosterilmistir (Bronner 2008).

Bor’un erkek iireme sistemi iizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada
bor madeninde calisan erkek is¢iler ile bor’a maruz kalmayan erkeklerde kan,
idrar ve semen parametrelerine bakilmistir. Sonu¢ olarak iki grubun parametre
degerlerinde anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Robbins ve ark. 2010).

Kutlu ve arkadaslarimin yapmis oldugu bir c¢alismada bor’un mutajenik
aktivitesi arastirnlmistir. Kirka ilgesindeki Seydisuyu nehrinden alinan 4 su

orneginin igerdigi bor miktarlar1 (3.755, 1.674, 1.568, 0.694 g/L) hesaplanmis ve
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Salmonella typhimurium’un TA 98 ve TA 100 suslari iizerinde mutajenik etkisine
bakilmistir. Borun en yiksek konsantrasyonunda dahi mutajenik etkinin
gorilmedigi rapor edilmistir (Kutlu ve ark. 2007).

Bor bilesenlerinin genetik toksikoloji ¢alismalar1 c¢esitli prokaryot ve
Okaryot canlilarda test edilmistir. Bu galismalar sonunda borun canlilar tizerinde
genotoksik ve mutajenik etkinligine neredeyse hi¢ rastlanmamustir (Tlrkez ve ark
2009). (Gizelge 4.1.)

Cizelge 4.1. Prokaryot ve okaryot canlilarda gesitli bor bilesenlerinin genotoksik ve mutajenik
etkinleri (Tirkez ve ark 2009).

Hiicre cesitleri (YOontem) ll?i(:zsenleri Sonuglar
E. coli ( Poli-A yéntemi) Fs)grdb%“rg: Pozitif
S. typhimurium (AMES yontemi) Borik asit Negatif
S. typhimurium (AMES yo6ntemi) Boraks Negatif
Cin hamster htcreler .
Fare embriyo fibroblastlari t?g:;ﬂi ve ham Negatif
Insan foreskin fibroblastlar kernit g
(Hucre kaltara yontemi)
Cin hamster ovaryum hucreleri N :
(CA ve SCE yontemleri) Borik asit Negatif
Fare lenfomasi (gen mutasyonu Borik asit Negatif
yoéntemi) g
Insan lenfomas1 (SCE y&ntemi) Borik asit Negatif
Insan lenfomas1 (SCE ve MN . .
yontemleri) Kernit Negatif

Aluminyumun toksik etkisi Gzerinde borik asitin engelleyici rol {istlendigi in
Vivo caligmalarda gosterilmistir. Fare karaciger hiicreleri 5 mg/kg aliminyum
klorid (AICl3) ile uyarilmis ve 4 giin sonra farelere 3,25, 13, 36, 58,5 mg/kg doz
araliklarinda borik asit verilmistir. Aluminyum bu hicrelerde alkalin fosfataz
(ALP), aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat
dehidrojenaz (LDH) enzim seviyelerinin artisina sebep olmustur. Diigiik konsan-
trasyondaki borik asitin ALP (3,25 ve 13 mg/kg) ve LDH (3,25 mg/kg) enzim
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aktivitelerini normal seviyeye getirdigi ve bdylece aluminyumun karaciger hiicresi
Uzerinde toksik etkisini diistiriildiigii rapor edilmistir (TUrkez ve ark. 2011).

Bor bilesenlerinin kanserli hiicre bliyimesini baskilayan ya da tamamen yok
eden mekanizmasinin yaninda saglikli  hiicreler {izerindeki etkisi de
arastirtlmaktadir. Fibroblast hiicrelerinde yapilan ¢aligmada, borik asitin dogrudan
proteaz aktivasyonunu saglayarak ekstraselliler matriksde depolanan sitoki-
ninlerin (TNF-a) salimimini gergeklestirdigi, ayrica NFxB gibi transkripsiyon
faktorlerin  aktivasyonuna yol acarak dolayli yoldan yara iyilestirme
mekanizmasinda gorev aldigi rapor edilmistir (Nzietchueng ve ark. 2002).

1960’11 yillarin sonlarinda gelistirilmis ve beyin, melanoma gibi kanserlerin
tedavisinde uygulanmaya baslanmis BCNT (Boron nétron yakalama tedavisi)
yonteminin tip alanindaki kullanim1 her gegen giin artmaktadir (Yamamaoto ve ark.
2008). Notron bombardimani sonrasinda kanserli dokuya ulasan ve pargalanan
bor’un kanserli hucreleri yok etmesi prensibine dayanan bu yontemde termal
notron (diisiik enerjili notron) ve cekirdekteki kararli bor izotopu (\°B) arasinda
meydana gelen reaksiyon sonucu, yiiksek biyolojik etkinlige sahip yogun iyonize
Helyum (He) ve Lityum (Li) ¢ekirdeklerinin olustugu bildirilmistir (Sauerweina
ve Zurlob 2002). Yuksek enerjili bu cekirdekler tumor hucrelerini hedef alarak
hiicre DNA’sina zarar vermekte ve hiicre boélinmesini engellemektedir (Azab
2006; Yamamoto ve ark. 2009). BNCT ydnteminin beyin tiimorlerinin yani sira;
meme, troid, kolon kanserlerinde de kullanildig1 birgok ¢alismada gosterilmistir
(Dagrosa 2007; Dagrosa 2011; Yanagie ve ark. 2009). BCNT yonteminde
kullanilan boronfenilalanin bilesiginin C6 hiicre dongiistinii baskiladigir bazi
calismalarda rapor edilmistir (Yoshida 2002).

Bor bilesenleri olan fenilboronik asit ve borik asitin kanser hicrelerindeki
etkinliginin arastirildig bir ¢alismada prostat ve meme kanseri hticreleri Uizerinde
yapilmistir. 1 uM fenilboronik asit prostat ve meme kanseri hticrelerinin gog
etmesini anlamli bir sekilde durdurmus ancak kanserli olmayan prostat ve meme
hiicrelerinin gogii tizerine higbir etki gdstermemistir. Kanser hicrelerinin gocuni
engelleyen bu bilesigin hiicrenin metastaz yeteneginin kisitladigi da yine aym
calismada belirtilmistir (Bradke ve ark. 2008).

Toksisite testleriyle canlilik, hiicre ¢ogalmasi ve 6lumu gibi fizyolojik

strecler tespit edilmektedir (Longo-Sorbello 2006). Bor ve tlrevlerinin hicre
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canliligr tizerindeki etkisinin arastirildigi ¢aligmalarda; borik asit uygulamasi
sonucu DU-145 ve LNCaP prostat kanseri hiicre hatlarinin ¢ogalmasinda doza
bagli azalma gozlenmistir. DU-145 hiicrelerinin borik asite karsi daha hassas
oldugu bildirilmis, 500 ve 1000 uM borik asit konsantrasyonlart DU-145 hiicre
hatlarinda hiicre ¢ogalmasint % 87 ve % 98 oraninda durdurdugu goriilmiistiir.
Ayrica tiimdr olmayan prostat hiicre hatlar1 PWR-1E ve RWPE-1" in gelisimini de
baskiladig1 rapor edilmistir (Barranco ve Eckhert 2004). Kubik boron nitrit
bilesiginin insan noéroblastoma (NB-1) ve eklem kondrositleri (nHAC-kn)
tizerindeki sitotoksisite ¢alismasinda ise 40 pg/ml’lik dozun hiicre gogalmasini
baskiladig1 gozlenmistir (Koga 2006). Yapilan in vivo ¢alismalarda; lipozomlara
bor izotopu B*’un 782,77 pg/ml™’lik miktar1 gamma 1sim aktivasyonu ile
aktarilarak borlu immunolipozomlar elde edilmistir. Fare pankreans timor
hiicrelerine, borlu immunolipozomlar dogrudan enjekte edildiginde tUmor
biliyiimesini baskiladigi ve tekrardan gelisim gdstermedigi rapor edilmistir
(Yanagie ve ark. 1997; Yang 2011).

Bizim c¢alismamizda, NS20Y hicrelerinde susuz boraksin 10 mM’in
tizerindeki 48. saatte sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Apoptoz
belirleme calismalarinda kullanilan 7,5 mM susuz boraksin % 71 oraninda
mitokondri araciligiyla apoptoza yol actign goriilmistiir (Cizelge 3.5). Susuz
boraksin gerek beyin tiimorii hiicrelerinde gerekse farkli kanser tiirlerinde etkisini
gosteren herhangi bir ¢alismaya rastlanmadigindan dolayr bulgularimizin
kiyaslanabilecegi bir literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Alaninda ilk 6n arastirma
olan bu tez c¢alismasinda, gozlenen apoptotik etkinin hem i¢ hem dis yolak
araciligiyla gergeklestigi diisiiniilmektedir. Clnki hem kaspaz 3 hem de kaspaz 8
aktivasyonunda yaklasik 3 kat artis oldugu bulunmustur. Anto (2002) ve
Ashkenazi (2008) adli arasticilar tarafindan yapilan c¢alismalarda cesitli
kimyasallar araciligiyla iki farkli apoptoz mekanizmasinin aktif olabilecegi
gosterilmistir. Bunlardan biri, pro-apoptotik protein olan Bax’in anti-apoptotik
Bcl-2’yi bloke etmesiyle mitokondri zar biitiinliigiiniin bozulmasi1 ve sitokrom-
C’nin sitoplazmaya saliverilmesiyle baslayan mekanizmadir (i¢ yolak). Bu
mekanizma ayn1 zamanda, hiicrenin maruz kaldigi ¢esitli kimyasallara yanit
olarak kaspaz 8 aktivasyonundaki artisla da baslayabilir. Kaspaz 8

aktivasyonundaki artis sitoplazmik Bid proteinin aktivasyonu araciligiyla pro-
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apoptotik Bak ve Bax proteinlerinin mitokondri zar biitiinliigiinii bozmasina yol
acmaktadir (Tang ve ark. 1999). Diger bir apoptoz mekanizmasinda ise kaspaz 8
aktivasyonu aym1 zamanda effektor kaspazlardan kaspaz 3’lin aktivasyonu
aracihigiyla apoptozu dogrudan uyarabilmektedir (dis yolak). I¢ yolakta sitokrom-
C’nin salmmastyla birlikte kaspaz 3 aktivasyonunda artis goriilmektedir.
Yaptigimiz calismanin bulgularinda NS20Y hiicrelerinde susuz boraks etkisiyle
kaspaz 3 aktivasyonunda 3 kat artis goriilmiistiir. Ayn1 zamanda MitoCapture®
bulgular1 da mitokondri zar biitiinliigiiniin bozuldugunu kanitlamaktadir. Diger
yandan, kaspaz 8 aktivasyonunda da yaklasik 3 katlik artisin goriinmesi apoptoz
mekanizmasinin sadece i¢ yolaktan ger¢eklesmedigini ayni zamanda kaspaz 8
araciligiyla da apoptozun uyarildigini diistindiirm{istiir.

Dogrudan kimyasallarin etkisiyle ya da oliim reseptorleri aracilifiyla
uyarilan kaspaz 8 farkli yollarla da olsa kaspaz 3 aktivasyonunda artisa neden
olmaktadir. Aktive olan kaspaz 3 molekilinin ICAD (inhibitor of caspase-3
activated DNase) aracihigiyla DNA kirilmasma yol acarak apoptozu
gerceklestirdigi Anto ve arkadaglari tarafindan bildirilmistir (Anto ve ark. 2002).
Ancak kaspaz 3 aktivasyonu diger yandan, PARP aktivasyonu araciligiyla da
apoptoza yol agmaktadir (Sekil 4.1) ve bu yolak DNA kirilmasiyla sonuglan-
mamaktadir (Boulares ve ark. 1999; Mc Gee ve ark. 2002). Bizim bulgularimizda
iki kanserli hiicre hattinda da her ii¢ bor bilesiginin etkisiyle DNA kirilmasi tespit
edilmemistir. Uyguladigimiz (¢ bor bilesiginin de beyin timorl hicrelerinde

apoptoza PARP aktivasyonu araciligiyla neden oldugu diistintilm{istiir.
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Sekil 4.1. Apoptotik i¢ yolakta PARP’in aktivasyonuyla DNA kirilmas: olmaksizin

gerceklesen apoptoz mekanizmasi (Anto 2002).

Sodyum perborat yine noroblastoma hicreleri (zerinde 0,5 mM’in
tizerindeki konsantrasyonlarda 48 saat sonunda sitotoksik etki gdstermistir. 0,25
mM sodyum perboratin bu hiicrelerde mitokondri zar biitiinliigiinii % 70 oraninda
bozdugu da belirlenmistir. Kaspaz aktivasyonlarinda ise susuz borakstakine
benzer bir artis gozlenmistir. Ancak sodyum perboratin apoptotik etki gosteren
konsantrasyonu (0,25 mM) susuz boraksa (7,5 mM) gore oldukea diistiktiir. Bu
nedenle sodyum perboratin néroblastoma hiicrelerindeki apoptotik etkisinin daha
yiikksek oldugu goézlenmistir. Apoptoz mekanizmasinin her iki bor bileseninde
benzer oldugu diistiniilmektedir. Watanabe ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
calismada; sodyum perborat tetrahidratin, 4 bakteri susunda (Salmonella
typhimurium, TA102 ve TA2638; Escherichia coli, WP2/ pKM101 ve WP2 uvrA/
pKM101) mutajenik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Watanabe ve ark. 1998).
Bizim c¢alismamizda 0,5 mM gibi diisiik bir konsantrasyonda sitotoksik etkinin
basladig1 diisiintiliirse, gozlenen bu etkinin hiicrede meydana gelen olimciil

mutasyonlar sonucu olabilecegi tahmin edilmektedir.
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Potasyum perborat bilesiginin 2,5 mM ve {izerindeki dozlarinin NS20Y
hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Mitokondri zar
biitiinliigliniin bozulmasi iizerine diger bor bilesenleriyle benzer etkiye (% 67)
sahip oldugu da gozlenmistir. Ancak bu bor bilesiginin kaspaz aktivasyonlarina
olan etkisi diger bilesiklere gore farklilik gozlenmistir. Kaspaz 3 aktivasyonu 11
kat artig gosterirken kaspaz 8 aktivasyonunda zayif bir artis oldugu gézlenmistir.
Bu sonug¢ gozlenen apoptoz mekanizmasinin mitokondri ve apoptozom aracili
yolak ile ger¢eklestigini diistindiirmiistiir (Wu ve ark. 2011).

lleriki calismalarda apoptoz yolaklarinda gorev alan Bcl-2, Bid, 6lum
reseptorleri, ICAD ve PARP gibi proteinlerin ekspresyon seviyelerinin ve
aktivasyonlarinin 6l¢iilmesi ile noroblastoma kanseri hiicrelerinde susuz boraksin
apoptotik etki mekanizmas1 kesin olarak aydinlatilacaktir.

Glioma kanser htcrelerinde (C6) susuz boraks, sodyum perborat ve
potasyum perborat bilesiklerinin sirasiyla 1, 10 ve 5 mM’in {izerindeki
konsantrasyonlari sitotoksik aktivite gostermistir. Her {i¢ bilesen de bu hiicrelerde
zayif apoptotik etki sergilemistir. Mitokondri zar biitiinliigline olan etkileri
ortalama % 45 oraninda goézlenmistir. Kaspaz aktivasyonlarindaki degisime
bakildiginda hem kaspaz 3 hem de kaspaz 8’in aktivasyonlar1 olduk¢a zayif
(vaklasik 1 kat) artis gostermistir. Daha oncede belirtildigi gibi, test edilen lig
bilesigin her iki hiicre hattinda DNA kirilmasina etki etmedigi gézlenmistir. Bu
sonuglardan yola ¢ikilarak test edilen bor bilesenlerinin glioma hiicreleri lizerinde
anlamli bir apoptotik etki sergilemedikleri sadece zayif oranda sitotoksik etkiye
sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Glioma kanseri hastalarinda yaygin bir sekilde kullanilan BNCT
yonteminde bor kaynagi olarak boraks, p-karboksi-fenilboronik asit,
boronfenilalanin, sodyum borokaptat ve sodyum fenildodekaborat gibi bilesenler
kullanilmistir (Yoshida ve ark. 2002; Yamamoto ve ark. 2008; Yamamoto ve ark.
2009). Hiicrenin boronfenilalanin bilesiginden bor almasiyla gergeklesen
reaksiyonun sodyum borokaptat bilesiginden alinan bor ile olusan reaksiyondan 4
kat daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Yine bu ¢alismada, borun timor hucreleri
tarafindan alinmasi hiicre dongiisiinlin farkli fazlarinda degisiklik gostermistir.
Her bir bor bilesiginin hiicrelere verilmesinden 24 saat sonra hiicre i¢cindeki bor

miktarlan 6l¢iildiigiinde, hiicrelerin Go/M fazlarinda GO/G1 fazina gore daha fazla
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bor igerdikleri belirlenmistir. Boronfenilalanin uygulanan grupta C6 hiicrelerinin
icinde biriktirdigi bor miktar1 hiicre dongiisii fazlarina gore ol¢tildiigiinde, G2/M :
GO0/G1 oranmin sodyum borokaptat’a gore yaklasik 2 kat daha fazla oldugu
gorilmiistiir. Bu bulgular gostermistir ki, bor bilesiklerinin hiicre igine giris
mekanizmalari farkli olmakla birlikte metabolik aktivasyonlari yiiksek olan timor
hiicrelerinin G2/M evrelerinde daha fazla bor aliniminin gézlenmesi bor igeren
bilesiklerin aktif tasima gibi diflizyondan farkli mekanizmalarla hiicreye alindigini
gostermektedir. Calismamizda test edilen bor bilesenlerinin C6 hiicreler izerinde
oldukca zayif bir apoptotik etki sergiledigi goriilmiistiir. Ancak glioma kanseri
tedavisinde bor iceren bilesenlerin  BNCT yonteminde kullanildigi birgok
calismada gosterilmistir (Yamamoto ve ark. 2009). Bu yéntemde borun hicreyi
Oldiirdiigli mekanizmanin apoptozdan farkli oldugu bilinmektedir. Bizim
bulgularimiz da bu bilgiyi dogrulamaktadir. Glioma kanseri hiicrelerinde borun
hangi mekanizma ile etkili oldugunun kesin bi¢cimde anlagilabilmesi i¢in farkl
yontemlerle test edilmesi, hiicre Oliim yolaklarinda rol alan proteinlerin
ekspresyon ve aktivasyonlarinin ortaya konmasi 6nemlidir.

Sonug olarak, elde edilen biitiin bulgular degerlendirildiginde, ndroblastoma
kanseri hiicrelerinin test edilmis olan bor tiirevlerine karsi glioma kanserinden
daha fazla duyarli oldugu gdzlenmistir. Bu farkin, bor bilesenlerinin hiicrelerde
baglattiklar1 apoptoz siireglerinin mekanizmalarindaki farkliliktan kaynaklandig
diistiniilmektedir.

Kullanilan bor bilesenlerinin her iki kanser tiirinde de etkilerinin
belirlenmesi ve etki mekanizmalarimin tam olarak aydinlatilmasi ig¢in ileri
seviyede arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan
bor igerikli bilesenlerin daha 6nce higbir kanser hiicre hattinda ¢alisilmadig1 daha
onceki bolimlerde bildirilmistir. Bu nedenle 6n c¢alisma niteligindeki
bulgularimizin farkli sitotoksik ve apoptotik etki belirleme yontemleriyle de test
edilmesi gerekmektedir. Ancak bu sekilde bu bilesenlerin sitotoksik ve apoptotik
etkileri hakkinda kesin sonuclar ileri stirtilebilir.

Calismamizin bundan sonraki asamasinda, tespit edilen sitotoksik ve
apoptotik etkilerin mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi i¢in s6z konusu
yolaklarda ise karisan ¢ok sayida gen gruplarinin ekspresyon seviyeleri ve

streleri, gen drlnlerinin  birbirleri  Gzerindeki etkilerinin  belirlenmesi
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planlanmaktadir. Ayrica, bu mekanizmalarin farkli mekanizmalarla olan olasi
etkilesimlerinin de incelenmesi gerekmektedir. Test bilesenlerinin farkli kanser
tarleri Gzerinde apoptotik etkilerin arastirildigi ¢alismalar laboratuvarimizda halen
devam etmektedir.

Bor {izerine yapilan ¢aligmalarin ilerlemesi ve bor bilesenlerinin ilag ham
maddesi olarak kullanilabilmesi yeni tedavi yaklagimlarinin ortaya ¢ikmasina yol
acacaktir. Bizim c¢alismamiz ilag gelistirme asamalarinda faz [ olarak
isimlendirilmektedir. Faz 1 c¢alismalarinin ¢esitlendirilmesinden sonra test
bilesenlerinin deney hayvanlar1 iizerindeki etkilerinin de incelenecegi faz II
caligmalarinin  yapilmast bor bilesenlerinin  potansiyel ilag yapiminda
kullanilabilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Diinyanin en zengin bor madenlerine sahip olan iilkemizin 6z kaynaklariyla
gelistirilecek olan bir kemoterapi ilact daha ucuz maliyetle iiretileceginden, hem
kanser hastalarinin hem de iilkemizin ekonomisine ciddi katkida bulunacaktir.
Sitotoksik etkileri diisiik apoptotik etkileri yiiksek olan ve birgok farkli kanser
tirinde etkin olabilen bilesenlerden gelistirilebilecek kemoterapétik ilaglarin
kanser tedavisinde kullanilmasi kansere ¢are bulunmasi bakimindan énemli yer
tutmaktadir. Bu c¢alismanin bor bilesenlerinin farkli kanser tiirleri {izerindeki
etkilerinin ~ belirlenebilmesi adina  gelecek c¢alismalara 151k tutacagi

diistiniilmektedir.
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