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OZET
Bio. Ayse Kocak
Celal Bayar Universitesi, T1p Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD. Manisa
TURKIYE

Amac ve kapsam: Farkli Bor tiirevlerinin serviks kanseri hiicre hattinda biiyiimesinin

gozlenmesi ve apoptozis yolaklarinin incelenmesi amaglanmaistir.

Materyal-metod: American tissue cell culture’dan ticari olarak alinan HTB-32
serviks karsinoma ve CCL-62 He-La kontaminanti, 6liimsiiz serviks hiicre hatlart uygun
kosullarda optimize edilmis ve Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik
Boliimii, hayvan hiicre kiiltlirii laboratuarinda tiim hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 yapilmistir.
Gerekli tireme kosullari ayarlanan bu hiicre hatlarnin MTT ve hiicre kinetigi ol¢timleri

yapilmistir.

Borik asit (H3BO3), boraks pentahidrat (Na;,B40O;.5H20) ve disodyum pentaborat
dekahidratin (Na;0.5B,03.10H,0) farkli konsantrasyonlar1 uygulanmistir.

Caspase-Glo 3/7 Assay, Caspase-Glo 8 Assay,Caspase-Glo 9 Assay, Annexin V FITC
ve Caspase VAD FMK Kkitleri ile apoptoz analizi yapilmistir.

Veriler, annexin V ve caspase Vad FMK testleri igin Ki kare testi, Caspase 3/7, caspase 8,
Caspase 9 testleri i¢in ise Student T ve ANOVA testleri kullanilmigtir. Odd Ratio oranlar1 %95

glven aralhigi igerisinde SPSS 16.0 programu ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Tartisma-Sonug: HTB-32 hiicre hattina madde uygulamasini takiben, kontrole gore ,
% canlilik oranim1 baskilamada DPD’nin, tiim dozlar1 etkili olmaktadir. Ayrica, DPD’nin
gune baglh artan her dozunda, apoptozisin i¢ yolak ve dis yolaklarimi kapsayan kaspaz 3/7 ,
anneksin 5, fas ligand, kaspaz 8, kaspaz 9 dl¢iimlerinde, borik asit ve pentaborat dekahidrata
gore daha anlamli sonuglar alinmistir, bu sebeple daha iyi bir apoptotik ajan oldugu

ongorilmektedir.
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ABSTRACT

Bio. Ayse Kocak

Celal Bayar University, Faculty of Medicine, Department of Medical Biology and Genetics.
Manisa

TURKEY

Aim: Different Boron derivatives observation of cervical cancer cell line growth and

apoptosis pathways were investigated.

Materials and Methods: American tissue cell carcinoma of the cervix culture
commercially from the HTB-32 and CCL-62 cervical cell lines and suitable conditions have
been optimized and animal cell culture laboratory of the Department of Bioengineering, Ege
University Faculty of Engineering, all cell culture studies were conducted. Set the required
growth conditions and cell kinetics of these cell lines were measured by MTT.

Boric acid (H3BO3), borax pentahydrate (Na2B407.5H20) and disodium pentaborate
decahydrate (Na20.5B203.10H20) was applied in different concentrations.

Caspase-Glo 3/ 7 Assay, caspase-Glo 8 Assay, caspase-Glo 9 Assay, and Annexin V-

FITC apoptosis analysis was performed with the Kits.

Data, Annexin V and caspase chi-square test for testing Vad FMK, caspase 3 / 7,
caspase 8, caspase 9 in the Student's t and ANOVA tests were used for testing. Odd Ratio of

rates within 95% confidence interval were evaluated statistically using SPSS 10.0.

Conclusion and discussion; HTB-32 cell line, the rate of vitality in suppressing DPD,
the effective dose olmaktadir.En all the doses effective 1000uM was 5. day. In addition,
increasing the dose of DPD on the day, covering the caspase pathway of apoptosis in the inner
and outer pathway 3 / 7, Anneke 5, moroccan ligand, caspase 8, caspase-9 measurements,
boric acid, and a more significant results have been dekahidrata pentaborate, therefore, more a
well-apoptotic agent that can be envisaged.

Vil
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GIRIS VE AMAC

Bor, kimyasal semboli (B) olup, periyodik cetvelin 5. elementi ve 11l A grubunun
metal olmayan tek elementidir (1). 1980 yilindan beri iz element olarak tanimlanan bor, 1996
yilinda epidemiyolojik verilerin eksikligi de dikkate alinarak Diinya Saglik Orgiitiince (DSO)
“insan sagligi icin olast temel elementler” sinifina alinmistir (2). Eger bora maruz kalinirsa,
cogunlugu solunum gastrointestinal sistem tarafindan emilir. Cogunlukla viicut doku ve

stvilartyla emilmektedir, borik asit, B(OH)3 ve az miktarda B (OH) formundadir (3).

Deney hayvanlarinda ve kisitli epidemiyolojik ¢alismalarda dogal ve sentetik bor
bilesiklerinin bir¢ok yararli etkileri gosterilmistir. Kemik metabolizmasi agisindan 6nemli
olan vitamin D, kalsiyum ve magnezyum ile iliskisinin yaninda steroid hormon
mekanizmasin etkiledigi ve menapoz sonrasi kadinlarda antioksidan etkileri saptanabilmis
birkag ornektir (4). Son yillarda 6zellikle bazi kanser tirleri izerinde koruyucu ve tedavi edici
etkileri lizerinde gerek epidemiyolojik gerekse hayvan ve laboratuvar ¢alismalarindan imit

verici sonuglar ortaya ¢ikmaktadir (5, 6, 7).

Mortalite siralamasinda ikici siraya yilikselen kanser; hiicre ¢ogalmasi, apoptozis (programli
hiicre 6liimii), farklilagsma, yaslilik ve bunlarin kendi i¢ dengelerindeki kontrol yollarinin
bozulmasiyla, genetik ve epigenetik degisikliklerle uyarilan ¢ok asamali molekiiler bir
srectir. Karsenojenezis de onemli iki ana faktor vardir, bunlarin ilki artan hiicre
proliferizasyonu digeri ise azalan apoptozisdir (8). Apoptozisde ana morfolojik olay,
nukleusun yogunlagsmasi ve daha sonra parcalara ayrilmasidir. Hiicrenin kendi otomatik saati

olan genlerin aktivasyonuyla veya ¢evreden gelen sinyallerle apoptozis baslamaktadir (9).

Serviks kanseri kadin kanserleri igerisinde meme kanserinden sonra diinyada en sik
gorilen ikinci kanser tlrudir. Diinya saglik oOrgiitiiniin verilerine gore diinyada her yil
yaklagik olarak 500 000 kadin serviks kanseri teshisi almaktadir ve bu kisilerin her yil
yaklasik 270 000’i hayatin1 bu hastalik sebebiyle yitirmektedir (10) . Ortalama goriilme yasi
52 olup 35-39 ve 60-64 yaslari arasinda iki ayr1 donem igerisinde pik yapmaktadir (11).




Bugline kadar az sayida yapilan epidemiyolojik ve in vitro ¢aligmalarda dogadaki
serbest bor ve baz1 yiiksek bor igerikli sentetik bilesiklerin serviks kanseri ile prostat, meme,

akciger gibi degisik kanserleri dnleyebilecegi yoniinde galismalara rastlanmaktadir (12).

Korkmaz (2007) ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada bor yoniinden zengin bolgede
yasayan 472 ve bor yoniinden fakir bolgede yasayan 587, toplam 1059 sosyoekonomik diizeyi
diisiik kadindan servikal smear alinmistir ve bor yoniinden zengin bdlgede yasayan kadinlarda
sevikal kanser i¢in herhangi bir sitopatolojik bulguya rastlanamamisken bor yoniinden fakir
bolgede yasayan 15 kadinda sitopatolojik bulgulara rastlanmigtir (13). Bu baglamda bor ve
tiirevlerinin HPV’nin inhibisyonu ya da hiicre proliferasyonunun iizerine mi etkisinin oldugu
net degildir. Bu noktada bizim calismamiz, serviks kanseri hiicre hattinda, hiicre
proliferasyonu agisindan ele alinacagi i¢in deney sonuglarimizin da net olmayan bilgilere 151k
tutacagini diisiinmekteyiz. Bu amagla farkli 3 bor tlrevinin (Borik asit, boraks pentahidrat ve
disodyum pentaborat dekahidrat) degisik konsantrasyonlarimi kullanarak, serviks kanser

hiicrelerinin biiyiimesi iizerinde ne gibi etkilerinin oldugunun ortaya ¢ikarilmasi planlanmaistir.

Bu calismada; antikanserojen 6zelliginin oldugu 6ngériilen farkli bor bilesiklerinin
serviks karsinoma (HTB-32) ve serviks HelLa kontaminati epitelyal hiicre dizilerine (CCL-62)
uygulanmasiyla, farkli biiylime profillerinin gézlemlenmesi, ayrica kanserlesme siirecindeki

onemli mekanizmalar olan apoptotik yolaklarin incelenmesi amaglanmustir.




GENEL BiLGILER

1.Bor

1.1.1 Bor elementinin genel 6zellikleri

Bor, periyodik tabloda B simgesi ile gosterilen, atom numarasi 5, atom agirligr 10,81
olan metalle ametal arasi yari iletken 6zellige sahip bir elementtir. Bor, tabiatta higbir zaman

serbest halde bulunmaz. Dogada yaklasik 230 ¢esit bor tiirevi oldugu bilinmektedir (14).

Tablo 1. Bor Elementinin Ozellikleri

Atomik yapisi

Atomik hacmi 4,6 cm3/mol
Elektron konfiglrasyonu 1s2 252 2p1
Elektron sayisi (yuksuiz) 5
Proton say1s1 )

Atomik hacmi 4,6 cm3/mol
Atomik ¢ap1 1,17 A
Kristal yapisi Rhombohedral
Iyonik ¢ap1 0,23 A
Notron sayisi 6

Valans elektronlari 2s2 2pl

Kimyasal 6zellikler

Elektrokimyasal esdeger

0,1344 g/amp-hr

Elektronegativite(pauling)

2,04

Fiizyon 1s1s1 50,2 kj/mol
Iyonizaston potansiyeli:

Birinci: 8,298
Ikinci: 25,154
Uclinci: 37,93




Valans elektron potansiyeli(-

eV) 190

Fiziksel 6zellikler

Atomik kuitlesi 10,811

Kaynama noktasi 4275°K 4002°C 7236°F

Termal genlesme katsayisi

0,0000083 cm/cm/°C(0°C)

Konduktivite:

Elektriksel: 1,0E-12 106/cm

Termal: 0,274W/cmK

Yogunluk 2,34 g/cc@300K

Gorliniis Sari-kahverengi ametal kristal

Elastik modulii
Bulk:

320/GPa

Atomizasyon entalpisi

573,2 kj/mole@ 25 °C

Fuzyon entalpisi

22,18 kj/mole

Spesifik 1s1

1,02 JigK

Molar hacmi

4,68 cm3/mole

Fiziksel durumu

20 °C & 1 atm) kat1

Buharlagma 1s1s1

0,348 Pa@2300 °C

Sekil 1. Bor elementi




Bor okyanuslarda, kayalarda, madenlerde ve bazi topraklarda borat formunda olan ve
diisiik konsantrasyonlarda tabiatta dogal olarak bulunan bir elementtir. Yer kabugunda
yaklasik 10 mg/kg ve okyanuslarda 4.5 mg/L konsantrasyonlarindadir. Bor ¢evreye ana olarak
kayalardan asinma, deniz sularindan ve volkanik aktivite yolu ile borik asidin buharlagmasi

yoluyla yayilir (15).
Bor mineralleri ve bilesikleri ¢esitle endiistri dallarinda ¢ok farklt malzeme ve
triinlerin tiretiminde kullanilmaktadir. Bor ve friinlerinin kullanim alanlarin1 asagidaki

gruplarda toplamak mimkanddr;

Cam Sanayi: Borosilikat camlar1. Izolasyon cam elyafi, tekstil cam elyafi, optik

lifler, cam seramikleri, sise ve diger diiz camlarda.

Seramik Sanayi: Emaye, sir, sir¢a, porselenlerde.

NUKleer Sanayi: Niikleer kazalarda giivenlik amaglh ve niikleer atik depolayici
olarak, (Reaktor kontrol gubuklar1) , uzay ve havacilik sanayinde (siirtinme — asinmaya
dayanikli malzemeler, roket katki malzemeleri).

Askeri & Zirhh Araglar: Zirh plakalar, kompozit malzemelerde.

Elektronik — Elektrik ve Bilgisayar Sanayinde: Bilgisayarlarin mikro chiplerinde,
CD- siiriiciilerinde bilgisayar aglarinda; Istya — aginmaya dayanikl fiber optik kablolar, yar1
iletkenler, vakum tipler, elektrik kondansatorleri, gecikmeli sigortalarda.

Tletisim Araclarinda: Cep telefonlari, modemler, televizyonlarda.

Insaat — Cimento Sektériinde: Mukavemet ve izolasyon artiricilarda.

Metalurji: Paslanmaz ve alagimli ¢elik, siirtiinmeye ve asmnmaya dayanikli

malzemeler, briket malzemeleri, lehimleme, dokiim malzemelerinde katki maddesi olarak.




Enerji sektorinde: Hidrojen tasiyici, giines enerjisinin depolanmasi giines pillerinde

koruyucu olarak.

Otomobil sanayinde: Hava yastiklarinda, hidroliklerde, 1s1 ve ses yalittimi saglamak

amaciyla, antifriz karisimina katki maddesi olarak.

Tekstil Sektoérinde: Isinmaya dayanikli kumaslar, yanmay1 geciktirici ve Onleyici
seliilozik malzemeler, izolasyon malzemeleri, tekstil boyalari, deri renklendiricileri, suni ipek

parlatma malzemelerinde.

Kimya sanayinde: Bazi kimyasallarin indirgenmesinde, elektrolitik islemlerde, banyo

cozeltilerinde, petrol boyalarinda, yanmayan erimeyen boyalarda, tekstil boyalarinda.

Tip alaminda: Osteoporoz tedavilerinde, alerjik hastaliklarda, psikiyatride, kemik
gelisiminde ve artiritte, menopoz tedavisinde, beyin kanserlerinin tedavisinde (BNCT),

dezenfekte edicilerde, antiseptiklerde.

Tarim sektoriinde: Suni giibrede (bitkilerin gelisiminde) ve bocek oldiiriicii olarak

(insektisit).

Koruyucu olarak: Ahsap malzemelerde ve agaglarda koruyucu olarak, boya ve

vernik kurutucularinda.
Kagit Sanayi: Beyazlatici olarak.
Temizleme ve beyazlatma Sanayinde: Toz deterjanlar, toz beyazlaticilar,

parlaticilarda, bu alanlara ek olarak; Mumyalamada, manyetik cihazlarda, korozyonu

onlemede, fotograf kimyasallarinda,miknatislarda kulanilmaktadir (16).




1.1.2 Borun canlilara etkisi

Yerkabugu denizler yeralti-yeriistii sular1 bor icermektedir. Bor yataklar1 ¢evresinde
icme ve kullanma sulart bor yogunluklar1 yiiksek yerde yasaminmi siirdiirenler bor ve
bilesiklerine ¢evre yoluyla ve temelde yiyecek ve igeceklerle maruz kalmaktadir (12).

Pek c¢ok arastirma borun bitki yasaminda temel element toprakta hatta insan
yasaminda belli sinirlarda olmak kaydiyla 6nemli oldugunu gdstermektedir. Bor endiistri atik
sonucu limit degerleri astiginda suda yasayan canlilara veya tarimsal sulamada kullanilmasi
halinde bitkilere zarar verebilmektedir. Endistride, tarimsal alanlarda ve igmesularidaki bor

konsantrasyonu ¢evresel agidan oldukg¢a dnemlidir (17).

Insanlarda ve hayvanlarda alinan borun fazlas: viicuttan atildig1 i¢in borik asit ancak
yiiksek dozlarda alindigi zaman toksik etki gosterebilir (18). 18 ile 20 g arasinda bir yetiskin
dozunun 6liimciil oldugu gosterilmesine ragmen, bor sebebiyle 6lim nadir gorilmektedir ve
hatta baz1 yetiskinler 80- 297 g boru tolere edebilmektedir (18, 19). Borik asitin potansiyel
lethal dozunun genellikle yeni doganlar icin 3 ila 6 g, yetiskinler i¢in 15 ila 20 g oldugu
belirtilmektedir (20).

Hayvanlarda ve insanlarda absorbe edilen borik asit metabolize edilmeden hizli bir
sekilde pasif diifiizyon yolu ile viicut sivilarina yayilmaktadir (21, 22). Viicut sivilarinda ve
dokularda en fazla borik asit B(OH); olarak daha az miktarda da B(OH)4 anyonu olarak
bulunur. Insan kaninda % 98.4 oraninda borik asit ve % 1.6 oraninda da borat anyonu
seklindedir. Bor kemik dokuda birikmektedir fakat yumusak dokularda herhangi bir bor
birikmesi olmamaktadir (23). 50 saglikli insanda yapilan ¢aligma tam kan, serum ve idrar bor

konsantrasyonu ortalamasinin sirastyla 0.06, 0.02, 0.75 oldugunu gostermistir (24).




1.1.3 Bor, insan saghgi ve kanser

Epidemiyolojik verilerin eksikligine ragmen WHO borun insan sagligi i¢in fizyolojik
olarak yarar saglayabilecegini rapor etmistir. Deneysel insan calismalari borun yasam
icerisinde metabolizmaya yada yarar saglayict kalsiyum, bakir, magnezyum, azot, glukoz,
trigliserid, reaktiv oksijen ve dstrojen siirecleri gibi ciddi yasamsal faliyetlere etki edebildigini
gostermistir (25). Cesitli metabolik aktivitelere etki ettigi bilinen bor 1980 yilinda iz element

olarak tanimlanmustir (2).

Insan viicudunda toplam bor konsantrasyonu 3 ile 20 mg arasinda degismektedir. Total

olarak Insan viicuduna bor 3 farkli yolla almabilir;

a) Ieme suyu ile
b) Yiyecekler ile

c¢) Soluma (havadaki tozumadan) ve deri yoluyla (4).

Hunt borun hayvanlarda, bitkilerde, kilture ortamlarda ve kimyasal reaksiyon
sistemlerinde en az 26 enzimin aktivitesine etki ettiginin bildirmistir. Bor immun sistem,
intisilin salinimi, enerji substrat yolaklarini igeren enzimatik aktivitelerin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. NADPH seviyelerinin diizenlenmesinde etkin rolii vardir. NADPH molekuld,
hiicrelerde indirgenmis glutatyon (GSH) miktarini artirarak oksidatif stresi buna bagli olarak
da oksidatif hasarlar1 azaltabilmektedir. Buradan anlasilacag: tizere borun, oksidatif stres ve

oktidatif solunum Gzerinde etkisi blyiktir (26).

Buna ek olarak; kalsiyum, fosfor, vitamin D, magnezyum, molibden, aliminyum gibi
cesitli mikronutrientlerin metabolizmasinda diizenleyici bir rol oynamaktadir. Kemik
metabolizmasi acisindan 6nemli olan vitamin D, kalsiyum ve magnezyum ile iligkisinin
yaninda steroid hormon mekanizmasini etkiledigi ve menapoz sonrasi kadinlarda antioksidan

etkileri saptanabilmis birkag 6rnektir (27-30).

Menapoz sonrasi osteoporoz goriilen kadinlarin serumlarindaki kalsitonin seviyeleri
diger insanlara gore daha yiiksek seviyede bulunmaktadir klinikte bilinmektedir ki; serumda

kalsitonin seviyelerinin yiiksek olmasi kalsiyum atilimini artirmaktadir.




Bor gunliik olarak yeterli miktarda alindiginda serumdaki kalsitonin seviyesi digmekte
ve buna bagh olarak da kalsiyum kaybi azalmaktadir (28, 29). Borun mikronitrient
metabolizmasini olumlu y6nde etkilemesi ve bunun yaninda serumdaki kalsitonin seviyesini
diisiirmesi borun osteoporoz olusumunun 6nlenmesinde ¢ok énemli bir rol oynayabileceginin
isareti olmustur (4, 28, 29). Bor beslenmesinin 8.giiniinde; Ca ve Mg’un bosaltimla atiliminin
% 40 ve %33 azaldigi goriilmiistiir (31). Steroid hormon metabolizmasi iizerinde yapilan
bircok ¢alismada gostermistir ki; menopoz sonrasi donemde 7 hafta boyunca giinde 3 mg bor

kullanan kadinlarda 17-8 estradiol hormonun 6nemli oranda arttig1 gézlendi.

Steroid 15 hormon seviyelerin yiikselmesi kalsiyum atilimini azaltmaktadir. Bundan
dolay1 borun giinliik olarak yeterli miktarda alinmasi osteoporoz goriilen bayanlar i¢in biylk

onem tasidig1 gorildii (4, 28-30).

Insanlarda dért hafta boyunca siren bor uygulamasinda plazma lipidlerinin
konsantrasyonlarinda, LDL ve HDL yapilarinin dagilim miktarilarinda herhangi bir degisiklik
saptanamaistir(32). Bor, T hicrelerinin aktivitesini azaltarak ve serumdaki antikor
konsantrasyonlarini diizenleyerek artirit sonucu olusacak olumsuz etkileri azaltmaktadir (4,
33). Romatoid artrit ile ilgili yapilan g¢alismalarda igme suyunda, toprakta, meyve ve
sebzelerde daha yiiksek oranda bor iceren bolgelerde goézlenen artrit vakalarinin bor

konsantrasyonu daha diisiik olan bolgelere gore daha az oldugu bildirilmistir (4, 28, 33, 34).

Ayrica yapilan bir bagka ¢alisma Borun antioksidant 6zelligini ortaya koymaktadir ve
bu ozelligi ile ateroskleroz hastaliginin Onlenmesinde etkin bir rol oynadigi ileri

strilmektedir. (4).

Molekdler dizeyde DNA ve RNA (izerinde borik asitin belirli doz tzerinde 6zellikle
pre-mRNA yapisinda inhibe edici 6zelliklerin bulunmasi buna ek olarak bazi RNA’lar i¢in
katalitik etkisinin oldugu molekiiler calismalar tarafindan desteklenmistir. (36, 37).
Tumor nekrozu faktort (TNF) (tumor necrosis factor), birgok hiicre tipi tarafindan salgilanan
ve kanserli hiicrelerin yikimini saglayan bir sitokindir. 185 amino
asitlik bir glikoprotein hormonudur, ancak bazi hiicreler daha wuzun veya daha

kisa izoformlarini salgilayabilir (9) :



http://tr.wikipedia.org/wiki/Nekroz
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sitokin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Amino_asit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Amino_asit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Glikoprotein
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hormon
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C4%B0zoform&action=edit&redlink=1

Insanlarda 7. kromozomda kodlanir. iki formu bulunmaktadir:

1.TNF alfa (TNFa, kasektin/kaseksin; cachectin/cachexin)

2. TNF beta (TNFp, lenfotoksin; lymphotoxin)

Metabolik isleyiste onemli bir gorevi olan TNF-02’nin bor alimiyla ilsikili oldugu
arastirmalarla ortaya konmus olup, lipopolisakkarit ile uyarilmis Borik asit formlarinin TNF-
o izerinde bir inhibitdr etkisinin oldugu ancak ayni etkiyi borik asitin gostermedigi

gosterilmistir (38).

Yapilan hiicresel, klinik, epidemiyolojik ¢alismalar diyetle alinan borun prostat kanser
riskini azaltabilecegini 6ne siirmektedir (39, 40). Henderson K ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada borik asitin ryonidin reseptor duyarli depolardan doza bagimli olarak Ca2+ nin
salmimini azalttigr gosterilmis ve daha yiiksek diizeyde kan borik asit diizeylerinin
intraseliiler Ca2+ siyallerinin ve depolarinin azaltilmasi sebebiyle daha diisiik bir prostat
kanseri riski olusturdugu belirlendi (40). Yapilan bazi ¢alismalarda borun anti kanserojen
ozellige sahip olabilecegini gosterdi (5, 6). Ancak borun bu 6zelliklerinin hiicre biyolojisinde,
hangi mekanizmayla antikanserojen ve antioksidant etkilerini gosterdigi konusunda bilgiler
sinirlidir. Mevcut ¢aligmalarin birinde prostat kanserinde farkli bor konsantrasyonlari ile
muamele edilen kanser hiicrelerinde biiylimeyi engelleyici bazi 6zellikler gozlemlendi. Bu
calismalarin birinde borun besin olarak alimi ile prostat kanseri riskinin ters orantili olarak
gelistigi gosterildi (5, 6, 7). Bir caligmada Borik asidin; DU-145 prostat kanser hicrelerinin
yiiksek graniillesmesine, diisitk volumune ve yassilasmis hiicrelere doniismesine sebep
olduguna dair calismalar gosterilmistir (7). Meme kanseri hiicre hattinda yapilan ¢aligmalarda
ise; MDA-MB-231 insan meme hiicrelerinde ¢alisilmis. BA ve kalsiyum fruktoborat meme
kanser hucrelerini 6énlemede etkilidir demek ¢alismanin sonuglar1 arasindadir. Korkmaz’ ve
ark (2007) calisma grubunu yaptigi bir ¢alismada ise; borik asit tlrevlerinden disodyum
pentaborat dekahidrat’mm meme kanser hiicrelerinde hiicre biiyiimesini engelledigi goriildu.
Ancak hiicre biliylimesindeki azalmanin gercek sebebinin bulunmas: i¢in bu konuda daha
genis kapsamli bir ¢calismanin yapilmasi gerektigi de ortaya konuldu (41-42). Kiiltirde BA
LNCap ve androjen bagimsiz prostat kanseri hticreleri DU-145 ve PC-3’iin doza bagimli bir

sekilde hiicre proliferasyonunu baskiladigi gosterildi (43).
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Korkmaz (2007) ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada, bor yonunden zengin
bolgede yasayan 472 ve bor yoniinden fakir bolgede yasayan 587, toplam 1059
sosyoekonomik diizeyi diisiik kadindan servikal smear alinmistir ve bor yoniinden zengin
bolgede yasayan kadinlarda sevikal kanser icin herhangi bir sitopatolojik bulguya
rastlanamamisken bor yoniinden fakir bolgede yasayan 15 kadinda sitopatolojik bulgulara
bulundu (13).

Mabhabir S. ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir arastirmada ise; kadinlarda bor alimi
ve akciger kanseri arasinda ters bir iliski oldugu bildirilmis diisiik diizeyde bor alan kadinlar
ve HRT (hormon replasman tedavisini) kullanmayan kisilerdeki akciger kanseri oranlarin

onemli artis gosterdigi saptandi (44).

Yapilan caligmalarla borun insan beyin fonksiyonlar1 ve biligsel performans iizerine
etki ettigi gosterilmistir. Insanlarda beyin ve fizyolojik fonksiyonun &l¢iilmesi ¢alismalarinda
diyetle yetersiz miktarda bor aliminin hem elektroensefalogramda (EEG) daha diisiik frekans
aktivitesine yol actig1 hem de biligsel ve motor testlerde daha az bir performans gosterildigi
ortaya konuldu (35). Bor madeninde galisan isgiler tizerinde yapilan bir ¢alismada isgilerin
depresyon diizeyleri aragtirilmis ve is¢ilerin aldiklar1 depresyon puanlarina gére depresyonda

olmadiklar1 belirlenmistir (45).

1.2. SERVIKS KANSERI

1.2.1. Kanser

Hiicre, tlim yasayan organizmalar i¢in yapisal, islevsel bir birimdir ve yasamin temel
yapitasi olarak disiiniilebilir. Hiicreler normalde belli bir kontrol altinda, ihtiyaca gore
boliinerek ¢ogalirlar. Hiicreler bir taraftan programli 6liim (apoptoz) denen olay ile yok
olurken, diger taraftan da biiylime faktorlerinin etkisiyle cogalir. Biiylime faktorleri normalde
DNA'daki cesitli genlerin (onkojen) etkisiyle olusan proteinlerdir. Sekil 1.2.1°de goriildiigii
gibi bu genler degisime ugradiginda hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmalarina sebep

olurlar (46-47).
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Cogalip biiyliyen bu hiicrelerin olusturdugu yapilara timor denir. Tiimorler, iyi huylu
(benign-selim) ve kotu huylu (malign-habis) timorler olarak iki gruba ayrilir . Kanser, bazi
etkilerle degisime ugramis hiicrelerin, gerek yerel ve gerek uzak noktalarda kontrolstiz olarak
cogalip biiylimelerinin sonucu olusan habis hastaliklar grubudur . Bagka bir deyisle, viicutta

meydana gelen kotl huylu timorlere kanser denir (47,48).

1: Apoptoz
2. Zarar

Garmuig Hicre

O %

Sekil 2. a-Normal hiicre bolinmesi, b-Kanserli hiicre bolinmesi

Sekil 2. *de goriildiigii gibi kanserli dokulara bakildiginda normal dokulardan farkli
ozelliklere sahip oldugu goriiliir. Kanserli dokulardaki bu farkliliklar, hiicrelerin sayica
normalden fazla olmasi, ¢ekirdegin sekli ve boyutunun farkliligi, hiicre yapisinin normal
dagilim ve dizilimini kaybetmesi olarak siralanabilir. Immiinhistokimya ve diger molekiiler
yontemler kullanilarak, tiimor hiicreleri belirtegler ile tanimlanir ve kanserli dokular normal

dokulardan ayirt edilebilmektedir (48).
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Orta siddette displazi

Siddetii displazi

Sekil 3. Kanserin agsamalari

Biyopsi materyalinin mikroskopik incelemesinde, malignite ile hiperplazi birbirinden
ayirt edilebilir. Hiperplazi, hiicrenin gereginden fazla sayida bolinmesinden dolay1r dokunun
hiicre sayisin1 artirarak biiylimesidir. Bu asamada, dokudaki hiicre sayisi artar ancak
hiicrelerin dokudaki dizilimi normal dokudaki ile ayn1 kalir. Hiperplazi, geri doniisiimii olan
bir asamadir . Kanser hastaligina giden siire¢lerden bir digeri displazidir. Displazi, normal
dokularin sahip oldugu hiicre yapisi ve diziliminin kaybedildigi ve hiicrelerin asir1 sekilde

boliinerek ¢ogaldigr bir asamadir (49).

Displastik degisiklikler gosteren serviks tedavi ile eski saglikli haline donebilir ancak
nadiren de olsa bu doniisiim gergeklesmez ve malign tiimorler olusur. Kanserde ise kontrolsiiz
sekilde boliinen hiicreler biiyliylip ¢ogalirlar. Kanser hiicreleri sekil 4’de gortildiigi gibi ya
etraftaki dokulari istila ederek ya da lenf veya kan akis1 ile viicudun diger taraflarina yayilirlar
(49).
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Buna metastaz denir ve gekil 5’deki gibi yayilim gostermektedir (49).

ANORMAL KOTU HUYLY
HUCRELER YA DA YAVILAN
COGALIR KANSER

Sekil 4. Kanserin Baglangici

BIRINCIL KANSER

YEREL YAYILMA

ANJIYOGENEZ
Tumorder kendi kan
damarkanini iretir

LENF DAMARI

SINIR

METASTAZ

Hiicrder birinci kanser
kitlesinden ayrihip, kan ve lenf
damaran aracilignda vicudun
diger bolgelerine yaphdar

Sekil 5. Kanserin yayilimi

Kanserin sebepleri eksojen ve endojen olmak iizere ikiye ayrilabilir. Kimyasal
maddeler, radyasyon, virlisler gibi eksojen nedenler ile hormonal, bagisiklik bozukluklari,
kalitsal mutasyonlar ve diger genetik nedenler gibi endojen nedenler, birlikte veya ardigik

olarak hiicreleri etkileyerek uzun yillar iginde kansere yol agabilirler (49).
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1.2.2. Serviks ve anatomik yerlesimi

Uterus, mesane ve rektum arasinda yer alan, dollenmis yumurtanin doguma kadar
gelisimini saglayan bir organdir. Uterus’un uzunlugu yaklasik 7.5 cm genisliginde 5 cm
eninde olup kalinligi 2.5 cm kadardir. Serviks 6nde mesaneden gozeli yagl bir dokuyla
ayrilir, yanda ise serviksin damar ve lenfatiklerinin bulundugu ligamentum kardinale ve
parametriumlar bulunur. Saat 4 ve 8 hizasinda, sakrouterin baglar sakruma dogru uzanir.
Endoserviks mukus salgilayan kriptolardan zengin stroma {izerinde yer alan tek katli silindirik
epitelyum ile, ektoserviks ise yogun fibroz stroma iizerinde yer alan ¢ok katl1 yass1 epitelyum

ile ortaludir.

Orijinal yassi silindirik epitel sinir1 ile metapalzisi tamamlandiktan sonra ortaya ¢ikan
yeni yassi-silindirik epitel sinir1 arasinda kalanbdlgede “transformasyon zonu” olarak
adlandirilan bir gecis bolgesi vardir ki bu bolge aktif metaplazi alanidir ve genisligi yaklasik
1-10 mm’dir (46).

Ampulla’
) -’/i stht]nus LFT?“OP /Uterus Fundusu
infundibulum / 1Sthmus J Tupa
/ / - 7/

\\ = / - "

S A A
g — —— )
TR : -~ - "‘;?/_?"' \ .(" T ’?, ~a
.\1,, S Il'. ;:_::
i i ™ / \ I \
Fimbria =~/ O | AR
Over / \ M/
/ ,\ [ l (? \\
Ovarian Ligaman vdl o N\
/AN \ N
/ / W Broad ligaman
J'Perimetrium S A N
/ s
. LA bVITAN ;
Uterus] Myometrium / / \\ \ Servikal Kanal
 Endometrium’ ( \
v\ Vajina

Sekil 6. Serviksin anatomisi
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1.2.3. Serviks kanseri mekanizmasi

Serviks kanseri tiim diinyadaki kadin kanserlerinin meme ve rektum kanserinden sonra
3. siklikta goriilenidir. Gelismekte olan tilkelerde 2. siklikta goriiliir iken, gelismi Ulkelerde
tarama programlarinin basarili uygulamalari nedeniyle 6. hatta bazi lilkelerde 10. siraya
inmistir. Diinyada her yil yaklasik 400.000-500.000 yeni serviks kanseri saptanir iken,
bunlarin  190.000 tanesi Olmekte, Olimlerin de %78’i gelismekte olan iilkelerde
goriilmektedir. Bu sayilar serviks kanserinde tarama programlarinin bu kanserin goriilme
sikligim1 ve bu kanserden Oliim oranlarin1 azaltmakta ne kadar onemli oldugunu
gostermektedir (50,51). Serviks kanserinin sebebi serviksin devam eden ¢ogul hasar ve
yaralanmalart ile iliskili gibi géziikmektedir. Bu tip kanser, diisiik sosyoekonomik gruplardaki

kadinlarda daha siktir ve ilk koitusun erken yasta olmasi ve cogul seksiiel partnerle iligkilidir.

Gunumuzde servikal kanser etyolojisinde serviksin Human Papilloma Virus (HPV)
enfeksiyonu biiyiikk O6nem tasimaktadir. Skuamoz hiicreli kanserlerin % 95’inde,

adenokarsinomlarin da % 90’inda HPV DNA pozitif bulunmustur (52).

Buttin papillomavirusler kigik, cift iplikli 1siya dayanikli DNA viriisleridir. HPV
genomu 6800-8000 baz ciftinden olusmustur. Cift sarmalli gembersel DNA genomu 55 nm.
capinda zarfsiz, ikozahedral bir kapsidle ¢evrilidir. Organik solvanlara ve 560° C’lik sicakliga

dayanikhidirlar (53,54).

Viral partikiil agirhiginin %80-90°1  kapsid proteinlerinden olusur. Virion 72
kapsomerden (60 hekzamerik + 12 pentamerik) olusan ikozahedral bir kapsid ile gevrilidir.
Viral kapsid 2 proteinden olusur. Bu proteinler; L1 geni tarafindan kodlanan major protein ve
L2 geni tarafindan kodlanan minor proteindir. Yaklasik 56.000 Dalton molekiil agirligindaki
L1 major kapsid proteini virion agirliginin %80’ini olusturur (54). Mindr kapsid proteininin

agirlig ise yaklasik 76.000 Daltondur.
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Viral DNA;

1. Kodlanmamis diizenleyici bolge (URR, LCR)
2. Acik okuma alan1 (Open reading frame=ORF)

a) erken gen bolgesi

b) ge¢ gen bolgesi’nden olusur.

Viral DNA kodlanmamis duzenleyici bolge (URR veya LCR) ve acik okuma alani
(Open reading frame=0ORF) olmak uzere iki bolumden olusur ve tamami tek bir DNA sarmali
uzerinde kodlanir (53). Kodlanmamis bolge yaklasik 400-1000 baz ciftinden olusur ve uzun
kontrol bolgesi (URR veya LCR) diye de adlandirilir. Bu bolge p57 promoter bolgesini de
icine alir. Aktivator ve baskilayicilar sayesinde, ORF’lerin transkripsiyonu da kontrol altinda
tutularak, DNA replikasyonu duzenlenir. Dolayisiyla, URR viral proteinlerin regulasyonunda
onemli role sahiptir (55). A¢ik okuma alan1 (ORF), erken ve gec gen bolgesi olmak tizere iki
bolgeyi kodlar. Toplam 10 fonksiyonel bolge vardir. Bunlardan 8 tanesi erken, 2 tanesi ge¢

bolge genidir.

Erken ORF’ler El’den E8’e¢ kadar numaralandirilmistir ve viral replikasyon,
enfeksiyon ve entegrasyonda major rol oynayan proteinleri kodlarlar. Erken ORF’ler El, E2,
E4, ES, E6, E7 olarak tanimlanir ve her birinin farkli bir fonksiyonu vardir. HPV’de E3 ve E8
ORF’nin bilinen bir fonksiyonu olmadigi icin toplam erken ORF sayist 6 olarak kabul

edilmektedir. Gec ORF’ler ise L1 ve L2 olmak uzere iki tanedir (56,57).

Genomik haritas1 en ayrintili belirlenmis HPV tipi HPV 16°dir. Sekil 7°’de HPV 16 nin
genomik haritasinda gorildiigii Uzere; cift sarmalli ¢gembersel DNA molekuli 7904 baz
ciftinden olusmustur. Transkripsiyon saat yonunde gerceklesir. HPV 16 icin haritalanmis olan
tek transkripsiyonel promoter p97°dir. DNA sekansi sonucu ortaya ¢ikan ORF’ler E1-7, L1 ve
L2 cembersel genomun dis tarafinda gosterilmisti. AE ve AL ile erken ve gec
poliadenilasyon bolgelerinde gosterilmistir. Viral uzun kontrol bolgesi (LCR) transkripsiyon
ve replikasyon icin duzenleyici elemanlar bulundurur (57,58).
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12

Sekil 7. HPV 16’nin genomik haritasi (61).

Herbir ORF; biiyiikliigiine, ¢embersel genomdaki pozisyonuna ve erken/ge¢ bolgede
yeralmasina gore kodlanir. Genomun erken bolgesi (E1-8) diizenleyici (regulatory) proteinleri
kodlar. Bu proteinler, tiretken olmayan enfekte hiicrelerde ve transforme hiicrelerde eksprese
edilen transkripsiyon ve replikasyondan sorumlu proteinlerdir. Replikasyon sirasinda dnce

erken bolge proteinleri, sonra ge¢ bolge proteinleri sentez edilir (59).

Erken bolge ORF’leri:

E1 ve E2 genomik replikasyonda gorevli kritik proteinleri kodlar. E4’lin fonksiyonu
tam olarak anlasilamayan sitoplazmik fosfoproteini kodladig1 ve sitokeratin yapisin1 bozdugu
bilinmektedir. ES, E6 ve E7 onkogenler olarak tanimlanir. ES proteini biiylime reseptorlerini
membrana baglanarak aktive eder. Son yillarda yapilan calimsalar E5’in DNA hasarim
takiben apoptozisi 6nledigine dikkati ¢ekmektedir (60). Viral entegrasyon sirasinda E5’in de
icinde bulundugu genomun biiyiik bir parcas: silinir. Bu nedenle E5’in, HPV ile iliskili ge¢
donem karsinojeneziste oOnemli bir rolii olmadigi diisliniilmektedir. E6 ve E7 hiicre
proliferasyonu ve transformasyonunu indiikleyen proteinleri inaktive ederler (sirasiyla, p53 ve
pRb). Her iki protein de tim HPV ile iliskili patolojilerde korunur ve eksprese edilirler. E6 ve
E7 birbirinden bagimsiz olarak c¢esitli hiicre tiplerini liimstizlestirme yetenegine sahiptirler,
ancak birarada eksprese edildiklerinde etkinlikleri daha yuksektir (60,61). E8’in de ayn1 E3
gibi fonksiyonu tam olara bilinmemektedir. Ancak son yillarda E8’in E2 ile birlikte ¢alisarak

HPV DNA’smin replikasyonununu diizenledigi diisiiniilmektedir (60-62).
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Gec bolge ORF’leri:

L1 ve L2 olarak tanimlanmis iki adet ge¢ bolge geni viral replikasyonun geg
doneminde sentezlenir. Mindr ve major viral kapsid proteinlerinin kodlanmasindan
sorumludurlar ve bdylece viriisiin kapsid yapisinin olusmasini saglarlar. L1, degisik tipler
arasinda yiiksek diizeyde korunmustur. Virusa antijenik 6zellik saglayan major viral kapsid
proteinlerini kodlar ve total proteinin yaklasik %90’m1 sentezler (63). L2 ise minor viral
kapsid proteinlerini kodlar. Tipler arasinda sekans degisimine ugramistir ve tiplere 0zgi
antikor hazirlanmasinda antijen olarak kullanilir . Her iki ge¢ bolge ORF’si (L1, L2) de
prekanser6z ve malign hicrelerde eksprese edilmez (63). Ancak, ge¢ bolge ORF’leri asi

gelistirilmesinde kullanimlariyla son derece 6nemlidirler (62-63).

HPV ile induklenen tlimorlerin ¢ogunda E6 ve E7 viral proteinlerinin ekspresyonu
dikkat cekmistir. Bu durum E6 ve E7 viral proteinlerinin hiicresel transformasyonla direkt
iliskili oldugunu gostermistir (61). Yaklasik 160 aminoasitten olusan E6 ve 100 aminoasitten
olusan E7 onkoproteinlerinin diizensiz ekspresyonunun hiicre transformasyonuna ve sonugta
kansere sebep oldugu diistiniilmektedir (63). HPV ile iliskili karsinojenezis daha ¢ok E6, E7
proteini ve iki timor baskilayici gen olan p53 ve pRB iizerinde yogunlasmistir. HPV E6
proteinleri p53, E7 proteinleri ise Rb tiimor baskilayici yolaklar1 hedefler. Birgok kanserde

baskilanmis olan bu iki yolak hiicre dongiisii ve apoptozisle iliskilidir (64).

Bu siiregte; borun serviks kanserini 6nlemede 6nemli etkilerinin oldugunu 6ne siiren
caligmalar yapilmistir. Dogal bor rezervi olarak kabul edilen Tiirkiye bolgelerinde yapilan
sitopatolojik ve mikroniikleus taramalarinda serviks kanseri olusumuna rastlanmamais olup,
borun serviks kanseri mekanizmasinda inhibe ya da geriletici etkisinin oldugu

diistinulmektedir (13).

Yapilan birka¢ calismada ise; Immunolojik olarak borun molekiiler seviyesinde;
hayvan varyasyonlarinda, bitkilerde, hiicre kiiltiirlerinde ve aritilmis reaksiyon sistemlerinde
asgari 26 enzimin aktivasyonunu etkilemesi gosterilmistir. Bilinmeyen bir mekanizma ile
klinikte izole edilen HIV-1 irklarmin saliimini bloke ettigi diisiiniilmektedir. Igeriginde bor
bulunan antibiyotiklerin gram negatif ve gram pozitif bakterilere kars1 etkisi gosterilmistir

(26) .
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1.3 APOPITOZIS

1.3.1 Apopitoz 6zellikleri

Hiicre d6liimiiniin, farkli morfolojik 6zellikli iki tipi vardir; birincisi nekroz digeri ise
apoptozistir. Apoptozis, patolojik ya da ¢evreden gelen fizyolojik uyaranlara karst hiicresel
bir cevap olarak ortaya ¢ikar. Embriyonik gelisim stirecinde hicrelerin lokal olarak ortadan
kaldirilmasindan sorumlu oldugu ve normal hiicre dongiisiinde fizyolojik bir olay oldugu
bilinmektedir. Apoptozis dokuda tek tek hiicrelerin azalmasiyla gézlenen bir hiicre dliimiidiir.
Bu deyim Yunanca APO (ayr1)) ve PZOTIS (diismek) kelimelerinden olusmustur.
‘Sonbaharda aga¢ yapraklarmin tek tek diismesi ve agaci terk etmesi’ anlamindadir (65, 66).
Apoptozis uzun yillardan beri bilinmesine ragmen, nekrozdan farkli 6zgiin ve 6nemli bir
hiicre 6liim sekli olarak degerlendirilmesi son yillara dayanmaktadir. Ozellikle 1990’dan
sonra apoptozisi pozitif veya negatif yonde diizenleyen proteinlerin belirlenmesindeki hizli

gelismeler apoptozisi molekiiler biyolojinin popiiler konularindan biri haline getirmistir (65).

Apoptozis viicutta asagidaki olaylarda gorulr:

1. Embriyogenez ve metamorfoz (implantasyon ve organogenez). Ornegin; damagin

birlesmesi, parmak aras1 perdesinin ortadan kalkmasi.

Sekil 8. Embriyonik gelisimde apoptozis (67)

20



2. Bagirsak kripta hiicreleri gibi siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda hiicrelerin azaltilmasi

3. Immiin hiicrelerin secimi

4. Tiimdr hiicrelerinin regresyon agamasindaki 6limii

5. Hormon bagimli dokularda hormonun kesilmesinden sonra olusan atrofi

6. Viral hepatit gibi baz1 viral hastaliklarda hiicre hasari1 olusmasi

7. T hiicresi ile olusan sitotoksik hiicre 6limii

8. Yaslanma sirasinda

9. Radyasyon ve antikanser ilaglarin sitotoksik etkisinin gergeklesmesi (67-69).

Oliimciil bir uyaridan sonra apotozisin baslama siiresi, hiicre tiplerine gore degisiklik
gosterir. Bununla birlikte bltin hicre tiplerinde, apoptozise ait morfolojik degisiklikler
benzer olup olduk¢a hizlidir (2-4 saat). Cekirdek, sitoplazma ve hiicre yizeyinde meydana
gelen degisiklikler birbiri ile uyumludur. Bu degisiklikler {i¢ asamada gerceklesir; birinci
asamada, ¢ekirdek ve hiicre yogunlasmasi, ikinci agsamada, hiicre tomurcuklanmasini takiben

“apoptotik cisimciklerin” olusumu ve son safha ise bu cisimciklerin fagositozudur (69).

Apoptotik hiicrelerde meydana gelen karakteristik morfolojik degisiklikler en iyi
elektron mikroskobunda (EM) belirlenir. Apoptoziste Elektron Mikroskopta incelemede
yapisal degisiklikler iki evrede incelenmistir. Apoptotik cisimlerin olugsmasi ve bunlarin

makrofajlar ya da diger komsu hiicreler tarafindan fagosite edilmesidir (69)

Baslangicta apoptozise gidecek olan hiicreler komsu hiicrelerden ayrilir, ylizey
organelleri kaybolur. DNA, endoniikleaz enzimlerinin aktive olmasiyla 180-200 baz cifti
uzunlugunda, interniikleozomal baglanti noktalarindan kirilmaya baglar. DNA’nin bu

kirilmasi agar jel elektroforezinde tipik merdiven goriiniimii verir.
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Parcalanmaya bagli olarak g¢ekirdek kromatini dagilir. Cekirdek kromatini, ¢ekirdek
zarindaki porlar1 kapatacak sekilde yerlesim gosterir. Cekirdek zari pargalanir. Sitoplazmik
proteinlerin yogunlagmasi ve hacmin azalmasina bagl olarak hiicrede biiziilme ortaya ¢ikar.
Hiicre zarinda ¢ikintilar ve kivrimlar olusur. Buna karsilik mitokondrilerin yapisinda 6nemli
bir degisiklik goriilmez. Endoplazmik Retikulum (ER) genisler ve hiicre zar1 ile birleserek
yiizeyde kraterler olusturur. ikinci evrede hiicre zarinda biiziismenin artmasi ve bunu takiben
hiicre pargalanmasi goriiliir. Pargalanmis, zarla g¢evrili yuvarlak konumdaki bu yapilara
“apoptotik cisim” denir (69). Apoptotik cisimlerin bir kism1 yogun olarak hiicre organellerini
icerirken, bir kisminda ¢ekirdek kalintilart yer alir. Apoptotik cisimler genellikle hiicreler
arasi alanlarda gozlenirler. Karaciger ve bobrek iistli bezi korteksinde siniizoidleri gevreleyen
hicrelerde ve parankim hicreler arasinda gozlenebilirler. Bazen kan damarlarina girebilirler.
Apoptotik cisimler hizlica makrofajlar tarafindan fagosite edilirler. Fagosite edilmeyen
apoptotik cisimler daha sonra siser ve dejenere olurlar. Bu olay nekroz ile aynidir. “Sekonder
nekroz olarak* olarak isimlendirilir. Apoptotik islem olduk¢a hizlidir, birka¢ saat iginde
tamamlanir. Apoptozis sirasinda hiicre i¢i makromolekiiller disar1 ¢ikmadigindan herhangi bir
inflamatuar cevaba neden olmaz ve komsu hiicrelerde zarar olusturmaz (70). Apoptozis olan
hicrelerde bir gen ya da genlerin aktivasyonu séz konusudur.  Apoptotik olaylar1 yoneten
genlerdeki mutasyon bir takim hastaliklarin ortaya c¢ikmasina neden olur (71, 72).
Apoptozisin  baglamast igin ¢ekirdek onkoproteinlerinin uyarilmas: gerekmektedir.
Onkoproteinlerden c-fos ve c-jun ekspresyonuna bagli olarak lenfoid hiicrelerde apoptozis
aciga cikmaktadir. Normal hiicre 6limiinde gorevyapan iki gen; Ced-3 (interleukin -1
converting enzim) ve Ced-4’iin apoptoziste ¢ok Onemli islevleri oldugu bilinmektedir.

Apoptoziste bu genlerin birbirlerinden bagimsiz hareket ettigi gozlenmistir (71).

Timor baskilayict bir diger gen 17. kromozomun kisa kolunda yer alan p53 genidir.
Kanserli hastalarin %80’inde mutasyona ugradig bilinmektedir. Normal iglev géren p53 geni
hiicrede apoptozisin agiga ¢ikmasini kolaylastirir. pS3 protein diizeyinin artmasiyla apoptotik
hiicre 6limii arasinda bir baglanti vardir. p53, miyeloit I6semik hucrelerde, kolon kanser

hiicrelerinde apoptozisi uyarir (72,73).
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1.3.2 Apopitoz mekanizmasi1 & annexin ve kaspazlar

Apopitozun Mekanizmasi

Apopitoz aslinda tipik biyokimyasal reaksiyonlar serisidir. Kontrollii ve organize
DNA ve protein sindirimi de dahil olmak Uzere, sirasiyla belirli endoniikleaz ve proteazlar
tarafindan isletilen bir programli hiicre Oliimiidiir. Programli hiicre 6liimii olan apopitoz

olayinda, sinyal, reseptor ve apopitoz ilisKili ¢esitli proteinler gorev yapar (74).

Apoptoz Katalitik reaksiyonlar serisidir ve tim bu reaksiyonlarda kaspazlar denilen
enzimler (sistein aspartat proteazlar) gorev alir (75). Caspaselar proteolitik inaktif
zymogenlerdir ve apoptotik uyaranlara yanit olarak aktif formlara donisiirler (74, 75).
Apoptotik Apoptotik "baslatic1" caspaselar (kaspaz-2, -8, -9, -10) ve effektor kaspazlar
olarak caspases (-3, -6, -7) iki ana gruba ayrilirlar (75).

Apopitoz iki yol ile aktiflernir. Bunlardan birisi i¢ yolak digeri ise dis yolaktir. Dig
yolak; dis membran reseptorleri ile etkilesim i¢inde ¢6ziinen molekiillerin araciligi ile i¢ yolak
ise mitokondri yakinsak uyaranlarla tetiklenir. Bu yollar, tamamen farklidir, efektor

kaspazlarin kesisme yolaklart mevcuttur (75,76).

Bu elemanlarin 15181 altinda hcre iki yolla apopitoza girer (75-77):

1) Hiicre dis1 sinyaller araciligi ile (sitoplazmik yol)

2) Hiicre igi sinyaller araciligi ile (mitokondriyal yol)
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1) Hiicre dis1 sinyaller aracihigiyla, sitoplazmik yolda hiicrenin apopitoza

girmesi:

Memeli hiicrelerinde Fas ve TNF gibi sinyal proteinleri hedef hiicre zarinda bulunan

reseptorlerine baglanarak apopitoza giden yolu uyarirlar. Bunlari kisaca agiklarsak (77);

a- Fas sinyal iletimi yoluyla apoptoz:

Mutasyonlu bir hiicrenin ortadan kalkmas: gerektiginde, oldiiriicii T lenfositi zarinda
bulunan ve molekil agirligi 43 kD olan Fas sinyal proteini (Fas ligandi= CD95L), hedef
hicrenin Fas reseptorine baglanarak olay baslar. Fas reseptor, timor nekroz faktor reseptor
(TNF-R1) ile aym gruptandir. Sekil 10> da goruldigi gibi Fas reseptori, hicre 6lim
reseptorii olup, 3 ayni polipeptid zincir igerir. Fas sinyal proteini, reseptoriin amino (NH2)
ucuna baglandiginda, bu 3 ayni polipeptid zincir Fas reseptorii trimer hale gecerek aktiflesir
(75).

Fas reseptorii, lenfoid hiicreler dahil, hemen hemen tiim hiicrelerin zarinda trans
membran olarak uzanir. Fas aktivasyonu ile uyarilan apopitoz; bagisiklik yanitin sonunda arta
kalan lenfositlerin, kanser hicrelerinin veya virus ile enfekte hicrelerin 6lumu ve ortadan

kaldirilmasindan sorumludur (78, 79).
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Sekil 9. Fas sinyal iletimi yoluyla apoptoz (80. literatiirden uyarlanmistir).

Fas yoluyla olan apopitoz belli bir sira takip eder; Olusan Fas sinyal/reseptor
kompleksindeki reseptoriin sitozolde uzanan COOH ucundaki 80 amino asitlik 6lim bolgesi
(DD) otofosforile olur. Otofosforile olan Fas reseptdri DD bdlgesinede Fas adaptor proteini
(FADD) kendi olim bolgesi (DD) ile baglanir. FADD baglantisin1 takiben, baglatici
kaspazlardan inaktif prokaspaz-8 DED (Oliim olusturan bolge=Death Effector Domain)
bolgesi ile adaptdr proteine baglanir. Olusan bu kompleks DISC (Oliimii Baslatan Sinyalleme

Yapisi=Death Inducing Signalling Complex) adin1 alir.
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Bu baglantilarin sonucunda prokaspaz-8 (FLICE), kendini keserek aktif kaspaz-8
haline gecer. Aktif kaspaz-8, kaspaz yolundaki sonlandirici (efektor) kaspazlarin
aktivasyonunu baslatir. Son olarak sonlandirici kaspazlardan prokaspaz-3 kaspaz-3 olarak
aktiflesir. Aktiflesen kaspaz-3, sitoplazmik inaktif 1CAD/CAD (deoksiriboniikleaz
inhibitorinl/ kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz) kompleksine baglanir. Bu baglanti
sonucu aktiflesen CAD kompleksten ayrilir ve niikleus zarini gegerek niikleozomlar arasinda
uzanan linker DNA’ya baglanip o bdlgeyi keser ve boylece DNA fragmentasyonunu
gergeklestirir. Bunu takiben CAD kesim noktasindan ayrilir. DNA fragmentasyonu, kromatin

yogunlagmasi, niikleer lamin A yikilimiyla birlikte niiklear zarf da yikilarak niikleus dagilir

(81) .

b- TUmor nekroz faktor (TNF) sinyal iletimi yoluyla apoptoz:

Sinyal gorevi yapan ve bir sitokin olan TNFalfa proteini, hiicre zarinda bulunan
TNFR-1 (Tiim6r Nekroz Faktor Reseptorii ) ile kompleks olusturur. Sekil.1.3.3.da goriildigi
gibi, TNFR-1 reseptdriiniin sitozole uzanan kismindaki DD bdlgesine, TRADD (TNFR'e bagl
Oliim Bélgesi) proteini baglanir. TRADD diger kismiyla da FADD (Fas Adaptor Oliim
Bolgesi) adaptor proteinine baglanir. Bu baglantilar sonucunda, prokaspaz-8 aktiflesir. Aktif
kaspaz-8 de sonlandirici kaspaz iiyelerini ve sonunda ayn1 gruptan prokaspaz-3’ii aktive eder.
Aktif kaspaz-3, Fas sinyal iletim yoluyla apoptozda oldugu gibi, hiicrede gerekli morfolojik
degisiklikleri saglayarak hiicre apoptoz yoluyla 6lir (76, 80).
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Sekil 10. TNF a sinyal yoluyla apoptoz (69)

2) Hucre ici sinyaller sonucu hticrenin apoptoza girmesi (Mitokondrial yol):

Mitokondri araciligiyla hiicrenin apoptoza girmesinde kaspazlar ve Bcl-2 proteinleri
gorev yapar. Kaspaz (caspase: cysteine-aspartic-acid-proteases) gen ailesi Uyeleri hicreyi
apoptoza goturen proteinleri kodlarlar. Kaspazlar, inaktif olarak sitoplazmada bulunan ve
aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan, sistein proteazlar olarak adlandirilan

enzimlerdendir (76).
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Fare ve insanda kaspaz ailesinden 14 kaspaz proteini tamimlanmistir. Kaspazlar,
baslatict ve sonlandirict (efektor) kaspazlar olmak lizere iki gruba ayrilirlar ; Baslatict
kaspazlar (kaspaz 2,8,9,10), apoptotik uyariyla baslayan 6liim sinyallerini, asag1 kaspazlar
olan sonlandiric1 kaspazlara naklederler. Bu kaspazlarin uzun bir baglanma bolgesi vardir. Bu
bolgeler CARD (Caspase Activation and Recruitment Domain = Kaspaz1 Aktive Eden Bolge)
ve DED (Death Effector Domain = Oliim Olusturan Bélge) olarak adlandirilirlar. Bu uglara
baglanacak 6zel molekiiller yoluyla aktive olurlar. Sonlandirict (efektir) kaspazlar (kaspaz
3,6,7) ise 100 kadar farkli hedef proteini keserek apoptozu sonlandirirlar. Bu yiizden cellat
kaspaz olarak da adlandirilirlar (76- 82).

Bcl-2 gen ailesi tiyeleri, kendi iglerinde birbirlerine tersinir ¢alisarak apopitozu uyaran
veya engelleyen bcl-2 proteinlerini kodlarlar. Bu proteinlerden Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1
apoptozu engellerken, Bax, Bad, Bid, Bak, Bcl-xs apopitozu uyarir. Bu apopitozu uyaran ve
engelleyen proteinlerin isleyisi yapilarinda bulunan iki bolgeye baglidir. Bu bélgeler bir
reseptor gibi gorev yapan hidrofobik cep ve bir ligand gibi gorev yapan amfipatik o-heliks
bolgeleridir. Bu proteinlerin her biri Bcl-2 Homoloji boélgesi (BH1, BH2, BH3, BH4)
icerirler. Yapilarindaki BH1, BH2, BH3 bolgeleri hidrofobik cebi olusturur. Amfipatik o-
heliks BH3 bdlgesinde yer alir. Hidrofobik cep sayesinde bir diger proteinin BH3 bdlgesine
baglanirlar. Apopitotozu uyaran iiyeler yapilarinda BH1, BH2, BH3 bdlgelerini iceren ve
sadece BH3 bolgesini iceren Uyelerden olusur. Apopitozu engelleyen uyelerde ise bu
bolgelerin 4’1 de bulunmaktadir. Bcl-2 Giyeleri BH3 bolgelerinden baglanarak dimerize olur,

homodimer ve heterodimer yapilar olustururlar (75-79) .
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Sekil 11. Bcl-2 ailesi Uyelerinin siniflandirilmasi (69).
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Bcl-2 ailesinden apoptozu uyaran proteinler, mitokondrial yolda mitokondri
zarlarindan sitokrom-C (Sit-c) salimmmini bunun devaminda da kaspaz aktivasyonunu
saglayarak hiicreyi apoptozu gotiiriirler. DNA hasari, biiyiime faktorii (GF) eksikligi, 6lum
reseptOrlerinin uyarilmasi, radyasyon, kemoterapi vs. gibi apoptozu uyarici tiim ajanlar
hicreyi mitokondriyal yolla apoptoza goturebilirler. Apoptozu uyaran bu ajanlar, sitozolde
bulunan Bcl-2 ailesi iiyelerinin gérev yapmasini sagladiklarindan mitokondrial yol, i¢ sinyal
yoluyla apoptoz adin1 alir. Mitokondrial yolda olan apoptozu agiklamada 6rnek olarak; Bcl-2
ailesi Uyelerinden Bid ve Bad yoluyla aktiflesen Bak ve Bax proteinlerinin apoptoz etki
mekanizmasi agiklanacaktir. Bu mekanizmalar arasindaki farklilik, sit-c salinimina kadar olan
yolda gorilur. Sit-c nin sitozole salinmasindan sonraki adimlar birbirlerine benzer olarak

devam ederek hicre apoptozla 6liur (75).

i) Mitokondriyal yolda Bid proteini ile aktiflesen Bak ve Bax proteinlerinin
apoptotik yolu

Fas sinyal-reseptor yolunda aktive olan kaspaz-8, sitozolde bulunan Bid (p22 Bid)
proteinini keserek aktif tBid (p15 Bid) olusturur. Aktif tBid, mitokondri dis zarmna tutunur ve
BH3 bdlgesi ile mitokondri zarinda bulunan Bak proteinine baglanir. Bu baglant1 sonucu Bak
proteini oligomerize olarak mitokondri zarinda por olusturur ve mitokondri i¢ ve dis zarlari

arasinda yer alan sit-c nin sitozole salinmasina neden olur (75).
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Sekil 13. Aktiflesen Bid ile Bak ve Bax aktivasyonu (84. literatiirden uyarlanmistir).
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Ayni yolu takip eden tBID sitozolde bulunan Bax proteinine baglanarak Bax’in
aktiflesip mitokondri dis zarina baglanmasini ve zar yapisinin bozulup mitokondriden sitozole
sit-c salintmin1 saglar. Bundan sonraki olaylar, her iki yolda da devam eder. Soyle ki; Sit-c,
sitozolde Ced-4 a karsilik olan apaf-1 (Apoptotik Proteaz1 Etkinlestiren Faktor) ile kompleks
(sit-c/apaf-1) olusturur. Sit-c/apaf-1 kompleksi, prokaspaz-9’a baglanarak apoptozom
kompleksi olusur. Apoptozom kompleksindeki prokaspaz-9 kesilerek aktiflesir. Aktif kaspaz-
9, proteolitik kesim ile sonlandirict prokaspaz-3’ii aktive eder. Aktive kaspaz-3, Fas ve TNF
yolunda oldugu gibi, apoptozla ilgili hiicresel bozukluklar1 saglayarak hiicre apoptoza gider
(80,81)

i) Mitokondrial yolda Bad proteini ile aktiflesen Bak ve Bax proteinlerinin

apoptotik yolu

Sekil.14°de gorildigu gibi, fosforile Bad proteini, sitozolde 14-3-3 saperon proteini
ile kompleks olusturarak inaktif halde bulunur. Antijenler, GF ve diger yasam faktorlerinin
eksikligi nedeniyle Bad proteini defosforile olursa, kompleksten ayrilarak BH3 bolgesi ile,
mitokondri dis zarinda bulunan ve apopitozu engelleyen, Bcl-2 veya Bcl-2/Bcl-x|
proteinlerine baglanmasi ile kompleks olusturur (70). Bu durumda Bcl-2 ve Bcl-xI apoptozu
engelleme gorevini yapamaz, dolayisiyla bu kompleksler Bak ve Bax proteinlerinin
oligomerize olarak, mitokondri dig zarinda por olusturup yapinin bozulmasini saglarlar.
Olusan bu porlardan sit-c sitozole salinir. Bundan sonraki olaylar Bid yolunda oldugu gibi
cereyan eder. SOyle ki; sit-c/apaf-1 kompleksi olusur. Buna prokaspaz-9 baglanarak
apoptozom kompleksi (sit-c/apaf-1/kaspaz-9) meydana gelir (70,74). Komplekste aktive olan
kaspaz-9, prokaspaz-3’ii sonlandirici kaspaz-3 olarak aktive eder. Aktif kaspaz-3 nukelus ve
sitoplazmada gerekli morfolojik degisikliklerin olmasini saglayarak apoptozu sonlandirir
(76).
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Sekil 14. Mitokondrial yolda Bad proteini ile apoptoz (69).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Hicre dizileri:

HTB-32, HT-3 Hiicre Hatt1

(Cervical Carcinoma Cell Line, ATCC’den temin edildi)

CCL-62, FL Hiicre Hatt1i (HeLa Contaminant FL Cell Line, ATCC’den temin
edildi)

2.1.2. Kimyasal maddeler:

Annexin V FITC Kit,100 Samples, Biovision, ABD,Kat. No: K101-25.
Caspase-Glo 3/7 Assay, Promega, ABD, Kat. No: G8090

Caspase-Glo 8 Assay, Promega, ABD, Kat. No: G8200

Caspase-Glo 9 Assay, Promega, ABD, Kat. N0:G8210

Caspase ACE FITC-VAD-FMK, Promega, ABD, Kat. No:G746A

MEM Eagle with Earle's Salts, HyClone, Utah, ABD, SH30601.01
DMEM High Glukoz 4.5 g/l Glucose, HyClone, Utah, ABD, SH300081.02
Fetal Bovine Serum (FBS), HyClone, Utah, ABD, SV 30160.02
L-Glutamine, HyClone, Utah, ABD, SH30034.01

Borik Asit, BOREN,Ankara, Turkiye (Ulusal Bor Enstitiist)

Boraks Pentahidrat, BOREN, Ankara, Turkiye (Ulusal Bor Enstitiist)
Disodyum Pentaborat Dekahidrat, BOREN, Ankara, Turkiye(Ulusal Bor Enstitlisi)
Sodyum klorir, Gerbu, Almanya

Potasyum Klorir, Sigma, Almanya

Sodyum hidrojen fosfat, Fisher Chemical, ABD

Potasyum hidrojen fosfat, Fisher Bioreagent, ABD

Dimethil Sulfoksit, Sigma, ABD, kat No: D8418

HEPES buffer soliisyonu, HyClone, Utah, ABD, kat no: 30237.01
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o Gentamycin 10 mg/ml, HyClonee, Utah, ABD, kat no: SV30080.01

° Trypsin/EDTA solution (0.05%/0.02%), HyClone, Utah, ABD, kat no:
SH30236.01

o Trypan blue 0,5%, HyClone, Utah, ABD, kat no: SV30084.01
° Formaldehyde - Solution 37 % , Merck, Almanya, kat no:100496

o Giemsa — Solution, Applichem, Almanya, kat no:A0885,0500

2.1.3.Malzemeler:

Doku kulturu -Plate, 96 Well Steril, Sarstedt , Almanya

o Doku kiiltiirti Flaski, 25cm?, Sarstedt , Almanya

o Doku kiiltiirii Flaski, 75cm?, Sarstedt , Almanya

o Filtreli pipet ucu, steril (2ml), Ratiolab, Almanya kat n0:3102011

o Filtreli pipet ucu, steril (5ml), Ratiolab, Almanya kat n0:3105011

. Kryo tip Steril, 1 ml, Clearline, Biosigma,italya, kat no: N40.3677
o Filtreli pipet ucu, steril, 10uL, Ratiolab, Almanya kat no:1760010
o Filtreli pipet ucu, steril, 200uL, Ratiolab, Almanya kat no:1760200
o Filtreli pipet ucu steril, 1000puL, Ratiolab, Almanya kat no:1761000
o Pasteur Pipeti, steril, tek tek steril, FL Medica ,italya

o Enjektor Filitre 0,22, Sarstedt, Almanya kat n0:83.1826

o Santrif(yj tipd steril 15mL, Sarstedt, Almanya kat n0:62.554.502

o Santrifuj tipd steril 50mL, Sarstedt, Almanya kat n0:62.547.254
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2.1.4. Aygitlar:

e Buzdolabs, +4, Indesit, Italya

e Derin dondurucu, -20, indesit, italya

e CO?li etiiv ,Heraeus cell, Almanya

e CO?Ssiz etiiv, Heraeus B12, Almanya

e Inverted mikroskop ,Olympus CK40 ve Olympus IX70, Ingiltere
e Isik mikroskobu ,Olympus CX31, Ingiltere

e Nitrojen tanki ve aktarma {initesi ,Chart, MVE, Cleveland, ABD
e Laminar kabin ,Heraeus HS12 ve ESCO labculture plus class Il, Almanya
e Manyetik karistirict ,Niive, Tiirkiye

e Mikroplate okuyucu ,Moleculer Devices, Spectramax 190, ABD
e Su banyosu motor, Polyscience, ABD

e Vortex, Heidolph Reax Top, Almanya

e Hassas Terazi, Sartorius, Almanya

e Mikropipet Pipet seti (20-200-1000 pul’lik) ,Eppendorf, Almanya
e Nauber sayma lami1

e Otomatik pipetler, Eppendorf, Almanya

e Shaker ,Heidolph titramax 100, Almanya

e Sogutmali santrifiij ,Eppendorf 5810R, Almanya

e Bio-luminesas 6l¢iim cihazi ,Varian Cary Eclipse, Santa Clara, ABD
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2.2. YONTEM:

Tiim hiicre kiiltiirii calismalari, Ege Universitesi, Biyomiihendislik Bolimii, Hayvan

Hucre Kultlrd ve Doku Miihendisligi laboratuarinda galisilmistir.

2.2.1. Hicre Kulturd icin Sterilizasyon

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan tiim plastik malzemeler ve hazir haldeki steril medyumlar
ticari firmalardan saglandi. Cam malzemeler 121°C’de 45 dakika otoklavlandi. Tim sivi
maddeler 0.22 um por capindaki mikrobiyolojik filtrelerden stzilerek steril edildi. Steril
kabin, 15 dakika ultraviyole 1s1k acilarak ve bunu takiben 15 dakika havalandirilarak steril

edildi. Sterilize edilen kabine alinacak malzemeler ise %70 alkolle silinerek igeri alindi.

2.2.2. Hiicre Dizileri ve Kiiltiir Asamasi

ATCC’DEN alinan CCL-62 He-La kontaminant1 serviks karsinoma hicre dizisi rutin
olarak, 1000 ml MEM besiyeri iginde, 100 ml Fetal sigir Serum, 1ml L-glutamin, 1ml

Gentamisin soliisyonu destekli besiyerlerinde, 37 °C karbondioksitsiz ortamda yetistirildi.

ATCC’DEN 1x 1 halinde alinan HTB-32 hiicre dizileri rutin olarak, 1000 ml DMEM
besiyeri iginde, 100 ml Fetal sigir serum, 1ml L-glutamin, 1ml Gentamisin soliisyonu destekli

besiyerlerinde, 37 °C karbondioksitsiz ortamda yetistirildi.
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Sekil 15. Calisma diizeni

Her iki hiicre dizisi, 37°C sicakliktaki etiivde 24 saatligine dinlendirmeye birakildi. Bir
sonraki giin kontaminasyon olup olmadig1 kontrol edildi. 48 saat sonra flasktaki tim besiyeri
steril pipet yardimiyla ¢ekildi. Besiyeri ¢ekilmis flasklara 37 °C su banyosunda 1sitilan 1X’lik
tripsintEDTA’dan 1-2 ml eklendi. Flasklara eklenen tripsin+EDTA steril pipet yardimiyla
cekildi. Tripsini cekilen flasklara yine ayni miktarda tripsintEDTA eklendi. Flasklar 5-7
dakika 37°C CO2 etuvde bekletildi.
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Sekil 16. Steril kabin igerisinde flasklarin hazirlanmasi

Flask tabanina tutunmus hiicrelerin birbirlerinden ayrilmalar1 inverted mikroskop ile
kontrol edildi. Kalkan hiicreler, 6énceden hazirlanmis icinde 3ml. besiyeri bulunan steril
santrifilij tiiplerine steril pipet yardimiyla aktarildi. 800 rpm ’de 4 °C de, 5 dakika santrifij
edildi. Ustte kalan siipernatant atildi. Dipte kalan hiicrelerle birlikte 0.5 ml. siv1 steril pipet
yardimiyla alinarak, dnceden iglerine 4 ml. besiyeri konmus flasklara (hiicrenin yogunluk

durumuna gore 2-4 flask) dagitildi.
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Sekil 17. Caligsma diizeni ve besiyerleri
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2.2.3. Hiicrelerin ve Bor Solusyonlarinin Deney I¢in Hazirlanmasi

Hucreler deney icin flask icinde yeterli sayiya eristiklerinde, tripsinlenerek toplandi.
Tripan blue boyama yontemi yardimi ile Neubauer laminda sayilarak, 200.000 hiicre olacak
sekilde hazirlandi. Hiicreler santrifiij edildi. CCL-62 ve HTB-32 hicre dizileri hicre
kinetiginin ¢ikartilmasi i¢in 30x9 cm2 ylzeyli petrilere ekimi yapildi. Her gin petrilerden 3er

tanesi alinarak hiicre kinetigi egrisi ¢ikarildi ve ¢alisma bu egriye gore planlandi.

Bor tiirevlerinin hazirlanmasi:

Bor bilesikleri, Ortadogu Teknik Universitesi Organik Kimya Béliimiinden temin
edilmistir ve herhangi bir yanlis hesaplamaya sebep olmamak adina tiim hesaplamalarda
destek alinmistir. Gerekli toz ¢ozeltiler uygun homojen miktarlarda hazirlanip ¢alismanin
sonuna dogru reaktivite kaybina sebep olmamak i¢in stoklanmistir. 250, 500 ve 1000uM lik

stok ¢oOzeltiler hazirlanmastir.

» 20mM Stok Borik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi.

Borik Asitin Molekiil Agirlig: : 61.83 gr.
0.1236 gr borik asit tartilarak 100 ml besi yerinde ¢ozdiiriiliip 20mM BA ¢ozeltisi elde
edildi.

» 20mM Stok Boraks Pentahidrat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Boraks Pentahidrat Molekiil Agirligi : 291.30 gr.

0.5826 gr Boraks Pentahidrat tartilarak 100 ml besi yeri icerisinde ¢ozdurlip 20mM
BP c¢ozeltisi elde edildi.

» 20mM Disodyum Pentaborat Dekahidrat Cozeltisinin Hazirlanmasi
Disodyum Pentaborat Dekahidrat Molekiil Agirlig : 590.233 gr.

1.1804 Disodyum Pentaborat Dekahidrat 100 ml besi yeri icerisinde ¢dzdiruliip 20mM DPD

¢Ozeltisi elde edildi.
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2500 pM, 5000 pM ve 10000 pM Ara Stoklarin Hazirlanmasi
Her bilesigin 20 mM’lik stoklarindan:
> 2500pm Ara Stok i¢in

Her bilesigin 20 mM’lik stoklarindan 1.25 ml alinip tizerine 8.75 ml besi yeri ilave

edildi. Her bilesigin 2500uM ara stok dozu igin ayn1 sekilde hesaplamasi yapildi.

> 5000pum Ara Stok Icin

Her bilesigin 20 mM’lik stoklarindan 2.5 ml alinip tizerine 7.5 ml besi yeri ilave

edildi. Her bilesigin 5000 pM ara stok dozu i¢in ayn1 sekilde hesaplamasi yapildi.
> 1000 um Ara Stok i¢in

Her bilesigin 20 mM’lik stoklarindan 5 ml alinip tizerine 5 ml besi yeri ilave edildi.

Her bilesigin 1000 uM ara stok dozu i¢in ayn1 sekilde hesaplamasi yapildi.

Her bir 2500 pM, 5000 puM, 10000 uM’ lik ¢ozeltilerden 1 birim alinir iizerine 9 birim
hiicre iceren taze besi yeri eklenirse besi yerindeki son konsantrasyonlar sirasiyla 250 pM,

500 uM, 1000uM bor olacaktir.

Tiim hazirlanan bor ¢ozeltileri 0.22 pm’lik enjektor filtrelerden gegirilerek sterilize

edilmistir.
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Sekil 18. Bor tiirevlerinin hazirlanmasi
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Hiicrelerin Olgiimler icin Hazirlanmasi

Hiicreler ile ilk defa ¢alisma yapildigr igin kit ¢alismasina gegilmeden Once hiicre

kinetigi egrileri ¢ikartilmistir.

Tripan

Hiicreler ol¢iimler i¢in flask i¢inde yeterli sayiya ulastiklarinda tripsinlenerek toplandi.

blue boyama yontemi yardimiyla Neubauer laminda sayilarak, her bir analiz igin

gerekli sayida hiicre hazirlandi. Hiicreler santrifiij edildi.

biridir.

Tripan Blue Boyama Yontemi ile canh hiicre sayim

Tripan Blue boyama yontemi, hilicre sayimi i¢in tavsiye edilen gesitli yontemlerden

Bu metoda gore canli hiicreler boyanmaz, 6lii hiicreler boyanir.

Boyama islemi agagida belirtilen sira takip edilerek yapilir:

Bir tipe 0.5 ml % 0.4 Tripan blue solisyonu, Gzerine 0.3 ml hank’s balanced salts
(HBSS) (diliisyon faktor= 5) ve son olarak da siipernatant eldesinin 5. basamaginda
tiipe alinan hiicre stispansiyonundan 0.2 ml kondu.

Hazirlanan tiip 5-15 dakika oda 1sinda beklemeye birakildi.

Sire sonunda tiip igerigi pipetlenerek karistirildi, homojenize edildi, bu

stispansiyondan pipetle bir damla alinarak Neubauer lami iizerine kondu.

Neubauer laminin ortasindaki 1 mm alandaki karelerde bulunan tiim hiicreler sayildi.

Mavi boyanan cansiz hiicreler ile boyanmayan canli hiicreler ayri ayri sayildi.

Not: Her bir karenin ¢evresinin orta hattinin sol ve en st tarafina dokunan hicreler

sayildi. Sag ve alt alanin ¢evresindeki hiicreler sayilmada.
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7. Not: Eger hicrelerin kimeler halinde goriilmesi %10’dan fazla ise, hucrelerin

yayildigindan emin oluncaya kadar tiim prosediir tekrarlandi.

8. Neubauer laminin her bir karesi 0.1mm?® ya da 10-4 cm® toplam hacmi gdsterir. 1cm®

~Iml’ye esit oldugu i¢in, her ml’deki hiicre sayis1 asagidaki formiil ile hesaplandi:

Her mL ’ de bulunan toplam hiicre sayisi:

Ortalama her karedeki sayim x diliisyon faktor / sayilan kare X 10*

9. Hiicre canlihigi (%) = Toplam canli hiicreler (boyanmamis) / toplam hicreler

(boyanmis ve boyanmamis) X 100

Not: Eger boyanmamis (canli) hiicrelerin her karedeki ortalama sayisi 37.5 ise,

Toplam canli hiicre = [37.5X5X10%] canl hiicre / ml x 10 ml (orjinal voliim)=1.875x107"diir.

Hiicre canliligi (%) = 1.875X10’ (canli hiicre) / 2.25X10(toplam hiicre) x 100= %83

oraninda canli hiicre var demektir.

Buna gore canli hiicrelerin sayisi belirlenip hiicre siispansiyonundan istenen miktar

kadar alindu.

HTB-32 Hiicre Hattinin Ureme Kinetigi Egrisinin Cikartilmas::

Kiiltiirde bulunan HTB-32 hiicrelerinden iki tane 25 cm? lik flask tripsinize
edilerek hiicreler kaldirildu.

e Hicreler Neubauer laminda sayildi ve hiicre vasati igerisinde 4.5 x 10* hiicre

olacak sekilde homojenize edildi.
e Yaklasgik 70 ml vasat + hiicre siispansiyonu hazirlandu.

e Mililitresinde 4.5 x 10* olan bu hiicre siispansiyonundan 2 ml alinarak 9 cm®lik

petrilere hiicrelerin ekimi yapildi.
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Toplamda 33 adet 9 cm?lik petri olusturuldu.
Bu petriler % 5 karbondioksitli etiivde inkiibasyona alind1.

Her giin bu petrilerden 3 tanesi alinmip ayr1 ayri tripsinize edilerek hiicreler

kaldirildi.
Hicreler besi yeriyle homojenize edilip Neubauer laminda sayildi.

Her bir petride bulunan hiicre miktar1 ayr1 ayr1 kayit edilip bu {i¢ petrinin ortalama

degeri alind1 ve ml deki hiicre miktar1 hesaplanip kayit edildi.

Bu islem araliksiz olarak 11 giin devam etti ve hiicrelerin giin giin iireme

miktarlar1 hesaplandi

CCL-62 hiicre hattinin iireme kinetigi egrisinin cikartilmasi:

HTB-32’nin hiicre kinetigi egrisinin ¢ikartilmasinda uygulanan biitiin basamaklar ayni

sekilde bu hiicre hattina da uygulanip bu hiicre hattinin da Ureme kinetigi egrisi ¢ikartildi.

2.2.4. Yapilan Analizler

2.2.4.1. Kolorimetrik Analizler:

A. MTT Analizi

HTB - 32 Hiicre Hattinda MTT Analizi

Platelerin Hazirlanmas:1 Ve Bor I¢erikli Besi Yerinin Eklenmesi

Yapilan hiicre pasajlama islemlerinden sonra HTB-32 hiicrelerinden 1 adet 25
cm2’lik hiicre flaski alinarak tripsinizasyon iglemi uygulandi.
Tripsinizasyon isleminden sonra elde edilen hiicreler homojenize edilerek biirker

laminda sayildi. Sayilan hiicreler 5x104 hiicre / ml olacak sekilde homojenize
edildi.
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e Homojenize edilen bu hiicre siispansiyonundan 200 pl alinarak 96 kuyucuklu
plate’lere ekimi yapildi. Her bir kuyucuk i¢in hiicre son konsantrasyonu 10.000
olarak belirlendi.

e (alismamizda kullanacak oldugumuz bor dozlar1 BA, BP ve DPD’ nin her biri i¢in
250uM, 500 uM, 1000 uM olarak belirlendi ve her bir doz i¢in ayr1 ayr1 li¢ adet
kuyucuga hiicre ekimi yapildi.

e Bu ii¢ kuyucuktan alinan toplam absorbans degerinin ortalamasi alinarak her bir
doz i¢in kuyucuk basina diisen abzorbans degeri hesaplandi.

e Ayrica kontrol grubu olarak belirlenen ii¢ adet kuyucukta de herhangi bir bor
uygulamasi yapilmayip sadece hiicre ekim islemi gergeklestirildi.

e Boylece her bir 96’lik plate lizerindeki 30 tane kuyucuga (3 kuyucuk x 9 bor
konsantrasyonu + 3 kontrol grubu olmak {izere) hiicre ekimi yapildi.

e 3. 5. ve 7. giin sitotoksisite (MTT) Ol¢iimleri i¢in ayr1 ayr1 4 tane 96’ lik plate
hazirlanarak 37°C de karbondioksitli etliivde 24 saat inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonuda kuyucuklardaki besiyeri degistirilip her bir kuyucuga 90 pl
taze besi yeri + 10 pl bor igerikli besiyeri (BA, BP ve DPD’ nin 2500 uM,5000
uM, 10000 uM’ lik stok ¢ozeltilerinin her bir dozaji igin ayr1 ayri olarak ii¢ farkl
kuyucuga ) eklendi.

Boylece her bir bilesigin kuyucuklardaki dozu, 250 uM, 500 uM, 1000 uM olarak elde
edildi.

e Kontrol grubu olarak kullanilacak olan kuyucuklardaki hiicrelere her hangi bir bor
uygulamasi yapilmayip sadece besi yeri degistirildi.
e Daha sonra plateler 37°C de karbondioksitli etiive alinarak inkiibasyona devam

edildi.
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MTT Uygulamasi

e Bor igerikli besi yeri eklendikten 24 saat sonra 96’ lik platelerden bir tanesi alinarak
her bir kuyucuk igerisine 15 pl Dye Solition eklendi.

e 4 saat 37°C de karbondioksitli etiivde inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon siiresi bittikten sonra her bir kuyucuga 100 pl Stop Mix eklendi ve 1 saat
daha 37°C de karbondioksitli etlivde inkUbe edildi.

¢ Bu inkiibasyon isleminden sonra plate, Mikroplate okuyucuda (Spectramax 190) 570
nm dalga boyunda okutuldu ve HTB-32 hiicre hatinin 1. giin MTT absorbans degerleri
elde edildi.

HTB-32 hiicre hattinin 3. 5. 7. giin MTT analizleri ise geride kalan diger {i¢ adet 96’ lik
plate kullanilip yukarida anlatilan sekilde gergeklestirildi.

CCL - 62 hiicre hattinda MTT analizi

HTB-32 hiicre hattinda MTT analizi i¢in uygulanan basamaklar bu hiicre hattina da
aynen uygulanmis ve BA, BP ve DPD’ nin 250 puM, 500 puM, 1000 uM’ ik
konsantrasyonlarinin CCL-62 hiicre hattina uygulanmasindan sonraki 1. 3. 5 ve 7. giinlerde

MTT analizi gergeklestirilmistir.

B. Caspase glo 3/7 kit icerigi, uygulanmasi ve analizi

CCL-62 He-La kontaminanti ve HTB-32 serviks karsinoma hticre dizilerinin tireme
kinetigine gore; pasajlanmalar1 yapildi. 25lik flasklarda biyiitiilen hiicreler, Tripan Blue
boyama yontemi yardimi ile Neubauer laminda sayildi ve yeterli olan flask igerikleri, 96lik

well iceren platelere, well bagina <2000 ml/hiicre olacak sekilde paylastirildi.

Her iki hiicre dizisi 24 saatlik, 37 °C olan %5’lik CO2’li etiiv inkiibasyonuna biraki
1d1. Ertesi giin, hiicre dizilerine, 1. 3. ve 5. giin Ol¢limleri alinmak {izere Bor tiirevleri olan
borik asit (HsBO3), boraks pentahidrat (Na,B40;.5H20) ve disodyum pentaborat
dekahidratin (Na,0.5B,03.10H,0) 250uM, 500 uM ve 1000uM’lik ¢ozeltileri uygulandi.
totalde her well’de 100yul siispansiyon ekimi yapilda.
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Olgiimleri yapmak iizere 1. 3. ve 5. giinlerde alinan hiicre dizilerinin kontaminasyon
durumlarina bakildi. Bu sirada caspase glo 3/7 kit icerigi olan 1 x 100ml Caspase-Glo® 3/7
Buffer ve liyofilize olan 1 Caspase-Glo® 3/7 Substrate homojen miktarda karistirildi. Coklu
otomatik pipet yardimiyla, iceriginde hiicre ve besiyeri totali 100uL olan siispansiyona 100uL
kit igerigi uygulandr ve plateler 30 dakika 1siksiz ortamda inkiibasyona tabii tutuldu. Daha
sonra uygun ortamda tasima gercgeklestirilerek Varian Cary marka liminometre ile dlctimler

alindi.

Ayrica sonuglarin anlamli olmas1 adina platelere pozitif ve negatif kontrollerin
ekimide yapildi.

C. Caspase glo 8 kit icerigi, uygulanmasi ve analizi

CCL-62 HeLa kontaminant1 ve HTB-32 insan serviks kanser hiicre dizilerinin tireme
kinetigine gore; pasajlanmalar1 yapildi. 25lik flasklarda biiyiitiilen hiicreler, Tripan Blue
boyama yontemi yardimi ile Neubauer laminda sayildi ve yeterli olan flask igerikleri, 9611k

well igeren platelere, well bagina <2000 ml/hiicre olacak sekilde paylastirildi.

Her iki hiicre dizisi 24 saatlik, 37 °C olan %5’lik CO;’li etiiv inkiibasyonuna biraki
Id1. Ertesi glin, hlcre dizilerine, 1. 3. ve 5. giin 6lgiimleri alinmak tizere Bor tiirevleri olan
borik asit (H3BOs3), boraks pentahidrat (Na,B40;.5H20) ve disodyum pentaborat
dekahidratin (Na,0.5B,03.10H,0) 250uM, 500 uM ve 1000uM’lik ¢ozeltileri uygulandi.
totalde her well’de 100ul siispansiyon ekimi yapildi.

Olgiimleri yapmak iizere 1. 3. ve 5. giinlerde alinan hiicre dizilerinin kontaminasyon
durumlarina bakildi. Bu sirada caspase glo 8 kit icerigi olan 1 x 100ml Caspase-Glo® 8
Buffer ve liyofilize olan 1 Caspase-Glo® 8 Substrate homojen miktarda karistirildi. Coklu
otomatik pipet yardimiyla, i¢eriginde hiicre ve besiyeri totali 100puL olan siispansiyona 100uL
kit icerigi uygulandr ve plateler 30 dakika 1siksiz ortamda inkiibasyona tabii tutuldu. Daha
sonra uygun ortamda tasima gergeklestirilerek Varian Cary marka liminometre ile dl¢timler
alind.

Ayrica sonuglarin anlamli olmas1 adina platelere pozitif ve negatif kontrollerin

ekimide yapildu.
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D. Caspase glo 9 Kit icerigi, uygsulanmasi ve analizi

CCL-62 He-La kontaminant1 epitelyal ve HTB-32 serviks kanser hiicre dizilerinin
tireme kinetigine gore; pasajlanmalar1 yapildi. 25lik flasklarda biiyiitiilen hiicreler, Tripan
Blue boyama yontemi yardimi ile Neubauer laminda sayildi ve yeterli olan flask igerikleri,

9611k well igeren platelere, well bagina <2000 ml/hiicre olacak sekilde paylastirildi.

Her iki hiicre dizisi 24 saatlik, 37 °C olan %5’lik CO;’li etiiv inkiibasyonuna biraki
1d1. Ertesi giin, hiicre dizilerine, 1. 3. ve 5. gilin Ol¢limleri alinmak {izere Bor tiirevleri olan
borik asit (H3BOs), boraks pentahidrat (Na;B40;.5H20) ve disodyum pentaborat
dekahidratin (Nay0.5B,03.10H,0) 250uM, 500 pM ve 1000puM’lik ¢ozeltileri uygulandi.
totalde her well’de 100ul siispansiyon ekimi yapildi.

Olgiimleri yapmak iizere 1. 3. ve 5. giinlerde alinan hiicre dizilerinin kontaminasyon
durumlarina bakildi. Bu sirada caspase glo 9 kit igerigi olan 1 x 100ml Caspase-Glo® 9
Buffer ve liyofilize olan 1 Caspase-Glo® 9 Substrate homojen miktarda karistirildi. Coklu
otomatik pipet yardimiyla, igeriginde hiicre ve besiyeri totali 100pL olan slispansiyona 100uL
kit igerigi uyguland1 ve plateler 30 dakika 1siksiz ortamda inkiibasyona tabii tutuldu. Daha
sonra uygun ortamda tasima gergeklestirilerek Varian Cary marka liminometre ile élgtimler

alindi.

Ayrica sonuglarin anlamli olmasi adma platelere pozitif ve negatif kontrollerin

ekimide yapildu.
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2.2.4.2. Mikroskobik Analizler

A. Anneksin V FITC kit icerigi, uygulanmasi ve analizi

CCL-62 HeLa kontaminanti ve HTB-32 insan serviks karsinoma hicre dizilerinin
tireme kinetigine gore; pasajlanmalar1 yapildi. 25lik flasklarda biiyiitiilen hiicreler, kit
igeriginde belirtilen 1-5 X 10° hiicre totali icin gerekli hesaplamalar1 yapilarak, Tripan Blue
boyama yontemi yardimi ile Neubauer laminda sayild1 ve yeterli olan flask igeriklerine hiicre

siispansiyonlar1 paylastirildi.

Her iki hiicre dizisi 24 saatlik, sicakligi 37 °C olan CO,’siz etiiv inkiibasyonuna biraki
ld1. Hiicre yapismasinin saglanmasiyla, ertesi giin, hiicre dizilerine, 1. 3. ve 5. gun 6l¢timleri
alinmak tizere Bor tiirevleri olan borik asit (HsBO3), boraks pentahidrat (Na,B40;.5H20) ve
disodyum pentaborat dekahidratin (Na,0.5B,03.10H,0) 250uM, 500 uM ve 1000uM’lik

cozeltileri uygulandi.

Daha sonra tripsinizasyon uygulanarak hiicreler kaldirildi. Tim igerik 15 cml’lik
santrifiij tliptine alindi.4 °C de, 800 rpm’da 5 dakika santrifiijleme isleminden sonra
siipernatant atildi ve 1ml olan pellet homojenize edildi. Hiicre pelletine ANNEKSIN V
FITC KIiT ICERIGI olan 500 pl of 1X Binding Buffer uygulandi. Daha sonra flouresan
1s1ma i¢in gerekli olan kit igerigi 5 pl of Annexin V-FITC ve 5 ul of propidium iodide (Pl
50pg/ml) uygulandi, 6rnekler 5 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildi.

Flouresan mikroskobi ile yapilacak incelemeler icin lizinli lamlara kit ile muamele
edilmis hiicre silispansiyonlari convensiyonel olarak yayildi. Hemen ardindan flouresan
1stmanin kaybolmamasi ve optimize apoptotik sonuglart almak lizere preparatlar kapatilds,
Histoloji Embriyoloji Ana Bilimdalinda bulunan Olympus IX71 inverted flouresans
mikroskop ile incelemeye alindi. Total her preparat i¢in 20 hiicre sayildi, 6lgiimler bilgisayar

ortamina aktarildi.
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B. Caspase FITC VAD FMK Kit icerigi, uysulanmasi ve analizi

CCL-62 HeLa kontaminanti ve HTB-32 serviks karsinoma hucre dizilerinin treme
kinetigine gore; pasajlamalar1 yapildi. 25lik flasklarda biiyiitiilen hiicreler, kit iceriginde
belirtilen ml’de 5 x10° hiicre totali icin gerekli hesaplamalari yapilarak, Tripan Blue boyama
yontemi yardimi ile Neubauer laminda sayildi ve yeterli olan flask igeriklerine hiicre

stispansiyonlar1 paylastirildi.

Her iki hiicre dizisi 24 saatlik, 37 °C olan CO?’siz etiiv inkilbasyonuna birakild1. Ertesi
giin, 25 lik hiicre flasklarinda ki hiicre dizilerine, 1. 3. ve 5. giin 6l¢timleri alinmak tizere Bor
trevleri olan borik asit (H3BOj3), boraks pentahidrat (Na,B40;.5H20) ve disodyum
pentaborat dekahidratin (Na,0.5B,03.10H,0) 250uM, 500 uM ve 1000uM’lik cozeltileri
uygulandi.

Hucrelere ilgili ginlerde anti-Fas monoklonal antikor (Clone CH-11, PanVera Kat.
SY-100) 1/50 dilue oraninda eklendi. Antijen-antikor iliskisinin stabilitesi i¢in 3-5 saat

inkiibasyona birakild1.

Daha sonra kit igeriginde ki CaspACE™ FITC-VAD-FMK In Situ Marker her flaska
son konsantrasyonu 10uM olacak sekilde esit olarak paylastirildi. Icerigindeki flouresans
reaksiyonun tam olabilmesi i¢in 1siktan koruyarak 20 dakika inkiibasyona birakildi. Hiicre
igerikleri 300g’de 5 dakika santrifiijlenmek iizere tiiplere alindi, slipernatant atildi. Hiicrelerin
yikanmasi i¢in Fosfatlanmis tuz ¢ozeltisi ile (PBS) 300g’de 5 dakika daha santrifiijlendi.
Daha sonra pellet 1 ml PBS kalacak sekilde homojenize edildi ve bu igeril poly lizinli lamlara

dagitildi. %10 luk tamponlu formalin ile oda sicakliginda 30 dakika fikse edilmesi saglandi.

Su bazli bir kapatici ile kapatilip, Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi Histoloji
Embriyoloji Ana Bilimdalinda bulunan Olympus IX71 inverted flouresans mikroskop ile
hiicreler incelendi. Total her preparat igin 20 hiicre sayildi, Sl¢limler bilgisayar ortamina
aktarildu.

2.2.4.3. Istatistik analiz

Istatistik ¢alismalarinda kalorimetrik yontemler i¢in Anova ve T testi, mikroskobik

testler i¢inse Ki kare testi uygulanda.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicre kinetigi

CCL-62 insan serviks HelLa kontaminanti ile HTB-32 serviks karsinoma hiicre

dizilerine iligkin kinetik egrileri Sekil 19 ve Sekil 20” de gosterilmistir.

Hiicre kinetigi egrisine gére HTB-32nin hiicresel fazlar :
e Adaptasyon fazi : 2-3. GUn
e Logaritmik faz : 3-5. giin aras1
e Tepe faz1 : 5-8. guinler

e Oliim faz1 : 8. giin ve sonrasi seklinde belirlenmistir.

Bu verilere gore bu hiicre hattinda apoptotik testleri yapmak icin 1 ile 8 . giinler aras1
en uygun zamanlar olarak belirlenmistir. Bu hiicre hattinda gerceklestirilen biitiin

uygulamalar bu giinler i¢erisinde yapilmustir.
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ml/hiicre
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ml/hiicre | 4,7 6 9 14 18 | 211 23 25 24 1234|186
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Sekil 19. HTB-32 {ireme kinetigi
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CCL - 62 hiicre kinetigi grafigi

90

N //.g\
70

x 104 hiicre
w D
o o

0.gln 1.glin 2.gln 3.gin 4.gln 5.gln 6.gln 7.gln 8.glin 9.gin 10. gin11. giin

Sekil 20. CCL-62 iireme kinetigi

Hiicre kinetigi egrisine gére CCL - 62 nin hiicresel fazlart:
e Adaptasyon fazi : 0-1. Gun
e Logaritmik faz : 1- 8 giin aras1
e Tepe fazi : 8-9 glnler
e Oliim faz1 : 9. giin ve sonrasi seklinde belirlenmistir.

Bu verilere gore CCL - 62 hiicre hattinda apoptotik testleri yapmak igin 1 ile 8 . giinler arasi
en uygun zamanlar olarak belirlenmistir. Bu hiicre hattinda gerceklestirilen biitiin uygulamalar bu

giinler igerisinde yapilmistir.
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Sekil 21. CCL-62 (P/12) Mikroskobi Goérlntuleri (10X objektifle blyutme)
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Sekil 22. HTB-32 (P/13) Mikroskobi Gortntlleri (10X objektifle biyitme)

Tripan Blue vontemi ile canhlik olciimleri:

Sekil 23 a., Sekil 23 b., Sekil 23 c¢. (HTB-32), Sekil 23 d., Sekil 23 e ve Sekil 23 f. (CCL-62)

tripan blue metodu ile dl¢timleri gostermektedir.

57



BA uygulanmis HTB-32 hiicre hattinda giinlere gore canli hiicre
sayilari

40
35
30
25
20
15

HUCRE SAYISI X 104

1 3 5
B KONTROL 4,7 9 18
W 250uM BA (ml/hticre) 4 8,2 30
1 500uM BA (ml/hicre) 4,5 2,5 12,4
H 1000uM BA (ml/hicre) 4,1 2,2 11,7

Sekil 23 a:Birinci giinde canli hiicre sayisinda kontrole gore bir farklilik gézlenmedigi halde 3. ve 5.

giinde farklilik gozlenebilmektedir.

BP uygulanmis HTB-32 hiicre hattinda giinlere gore canli hiicre sayilari
60
50
40
5
E 30
&
:2 ‘{ ‘{
20
S I | [ |
0
1 3 5
B KONTROL 5 9 18
M 250uM BP (ml/hiicre) 2 2,1 19,2
1 500uM BP (ml/hiicre) 3,7 4,5 25
M 1000uM BP (ml/hiicre) 4,28 17 64

Sekil 23 b: Birinci giinde canli hiicre sayisinda kontrole gore bir farklilik gézlenmedegi halde 3. ve

5. giinde farklilik gézlenebilmektedir.
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35
DPD uygulanmlsl HTB-32 hiicre hattinda giinlere gore canli hiicre sayilar

30

25

20

15

10

HUCRE X 10%
w

1 3 5
B KONTROL 4 10 21
B 250uM DPD (ml/Hicre) 5,13 22 19,8
m 500uM DPD (ml/Hiicre) 4,3 6 20
m 1000uM DPD (ml/Hiicre) 3,91 8 14

Sekil 23 c: Birinci giinde canli hiicre sayisinda kontrole gore bir farklilik gozlenmedegi halde 3. ve

5. giinde farklilik g6zlenebilmektedir.

BA uygulanmis CCL-62 hiicre hattinda giinlere gore canli hiicre sayilan
70
60
50
40
5
= 30
& 20 1T
p}
=
10
0
1 3 5
H KONTROL 10 30 54
B 250uM BA (ml/Hicre) 14 22,1 50
M 500uM BA (ml/Hucre) 14,5 14,9 36
M 1000uM BA (ml/Hicre) 13,7 15,4 40,2

Sekil 23 d: Birinci giinde canli hiicre sayisinda kontrole gore bir farklilik gézlenmedigi halde 3. ve

5. giinde farkhilik gézlenebilmektedir.
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BP uygulanmis CCL-62 hiicre hattinda giinlere
gore canli hiicre sayilari

70

60

50

40
30

HUCRE X 10?

20

10

m KONTROL
B 250uM BP(ml/Hiicre) 14,2 24,2 32,6
1 500uM BP (ml/Hucre) 15 18 30,8
H 1000uM BP (ml/Hiicre) 16,12 16,3 11,8

Sekil 23 e: Birinci giinde canli hiicre sayisinda kontrole gore yalnizca 1000 pM doda farklilik
gozlenmedigi halde 3. ve 5. giinde tiim dozlarda farklilik gozlenebilmektedir
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DPD uygulanmis CCL-62 hiicre hattinda giinlere gore canl hiicre sayilan

100

80

60

40

20 ||

HUCRE X 10%

-60

B KONTROL 10 30 54
M 250uM DPD(ml/Hlcre) 13,4 21,1 36
M 500uM DPD(ml/Hcre) 16,2 20 18,8
H 1000uMDPD(ml/Hicre) 15 17 15

Sekil 23 f : Birinci uygulama giiniinde hafif bir artis goriilmesine karsin diger 3. ve 5. giinlerin tim

dozlarinda canli hiicre sayis1 azalmistir.
3.2 Kolorimetrik analizler
3.2 Kolorimetrik testler
3.2.1. MTT Kalibrasyon Testi

MTT kiti, 10" ila 10 aras: hiicre yogunlugundaki 6lgiim duyarlilik degerlerini vermistir. Bu
kalibrasyon egrisi Sekil 24 de goriilmektedir.
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MTT Kalibrasyon Egrisi

4,5
a 4
b 35 /
S 3 /
° 25 /
r
b 2 //
a 1,5 /
n 1 /
s 05 —
0
10 100 1000 10000 100000 | 1000000 | 10000000
Seril| 0,072 0,079 0,151 0,825 2,509 4 4
hiicre sayisi

Sekil 24. MTT kalibrasyon egrisi

MTT kalibrasyon testinden sonra kullanilan kitin duyarhlik diizeyinin 10° hiicre ile 10° hiicre
arasinda oldugunu belirlendi. Ayrica 10° ve iizeri hiicreyle 10° den az hiicre miktarlarma kars: da

duyarli olmadigin1 gorildii.

Bor bilesiklerinin HTB-32 ve CCL-62 hiicrelerindeki proliferasyonu baskilama yiizdeleri
hesaplanarak Sekil 25 ve Sekil 26’de verilmistir.
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0.5
m1.gin W 3.giin M 5.g0n m7.gin
0,45
0.4
0,35
0.3
0,25
0,2
0,15
0.1
0,05
0
DisodyumDisodyumDisodyum
Boraks | Boraks Boraks PentaboraPentaboraPentabora
Borik Asit|Borik Asit|Borik Asit Pentahidr/Pentahidr Pentahidr t t t
230uM | 500uM 1 10001M at250pM|at 500 10030t M DekahidraDekahidraDekahidra
MY ¢ 2500 | t500pM ft1000pm
ml.gin 0% 0% 0% 9% 18% 23% 14% 17% 27%
m3.gin 0% 8% 3% 0% 4% 26% 20% 29% 39%
m5.gin 0% 3% 7% 0% 13% 23% 18% 15% 44%
m7.gin 9% 24% 31% 13% 26% 33% 33% 35% 46%

Sekil 25. Bor Bilesiklerinin MTT Testi Sonucu HTB-32 Hiicre hattinin proliferasyonu iizerine olan
etkileri ( % olarak baskilama oranlar1 )

Bor uygulamasi sonucu HTB-32 hiicre hattinda meydana gelen baskilamanin belirlenmesi igin
uygulanan MTT analizinde BA’in 250uM’lik dozunda 1,3,5 ve 7 giin uygulanmasi ile elde edilen degerlerde
proliferasyonu belirgin bir sekilde baskilamadigi diger taraftan BA’nin 250 pM, 500 uM, 1000 pM’Iik
dozlarmin 1,3 ve 5. giin belirgin bir sekilde proliferasyona etki etmedigi hatta proliferasyonun arttig1 da
goriilmiistiir. Fakat 7. giinde kayda deger bir sekilde proliferasyonun baskilandigir goriilmiistiir. Bu
baskilanma kontrol hiicrelerinde de goriilmiis ve bu hiicrelerin 7. giinde tepe fazina girmesi ile baglantil

oldugu tespit edilmistir.
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Diger bir hiicre hattt olan CCL-62 hiicrelerinde meydana gelen baskilamamnin belirlenmesi i¢in
uygulanan MTT analizinde BA’in belirgin bir sekilde proliferasyonu baskilamadigi hatta bazi giinler ve

dozlarda proliferasyonun arttigi goriilmiistiir.

0,7
m1.gin m3.gin M 5.g0n m7.gin
0.6
0.5
0.4
0.3
0,2
0.1
0 i =
Disodyum |Disodyum |Disodyum
Borik Asit | Borik Asit | Borik Asit Pe?l(:;zli(;ra Pe?](:;zli(;ra Pe?l(:;zli(;ra PentaboratPentaboratPentaborat
250pM | 500pM | 1000pM £250uM | £500uM | £1000 MDekahidratDekahidratDekahidrat
n n M 250um | soopm | 1000pm
ml.gin 3% 4% 7% 15% 31% 28% 10% 7% 31%
m3.gin 0% 0% 10% 10% 12% 22% 12% 27% 29%
m5.gin 0 9% 15% 12% 17% 39% 8% 40% 63%
m7.gin 2% 10% 19% 15% 26% 26% 49% 56% 64%

Sekil 26. Bor Bilesiklerinin MTT Testi Sonucu CCL-62 Hiicre hattinin proliferasyonu {izerine olan

etkileri ( % olarak baskilama oranlari

3.2.2. Kaspaz analizleri:

HTB-32 serviks karsinoma hicre dizine uygulanan BA, BP, DPD bor tiirevlerinin kaspaz

aktivasyonuna olan etkileri istatistiksek olarak degerlendirildiginde;

64



l.giinde 500uM DPD’nin uygulanmas1 anlamli olarak saptanirken 1.giinde diger tiim bor tiirevleri
ve dozlarinin kaspaz 3/7, kaspaz 8 ve kaspaz 9’un aktivasyonu acisindan fark goriilmemistir

(*P<0.05).

3.glinde , kaspaz 3/7’nin yalnizca 250 uM BA da ve 500 uM DPD de anlamli olarak aktivasyonu
arttirdig1 saptanmistir (*P<0.05).

3.glinde, kaspaz 8’in aktivasyonunda ise, 250 uM BA nin ve 500 uM DPD’nin kontrole gore
istatistiksel olarak saptanmistir (¥*P<0.05).

3.giinde kaspaz 9’un aktivasyonu yalnizca DPD’nin 500 pM Ik uygulamasinin arttirdigi
saptanmustir (*P<0.05).

5.giin kaspaz 3/7 aktivasyonu BA ve DPD agisindan her ii¢ dozda anlamli olurken BP agisindan
yalnizca 500 pM’lik uygulamada arttig1 saptanmistir (*P<0.05).

5.giin kaspaz 8’in bor tiirevleri agisindan degerlendirilmesinde BP’nin higbir dozda etkisinin
olmadigi, oysa BA 250 uM ve 500 uM DPD nin ise 500 ila 1000 uM dozlarda anlamli oldugu
belirlenmistir (*P<0.05).

5.giin kaspaz 9 ’un bor tiirevleri agisindan degerlendirilmesinde, yalnizca DPD’nin 500 uM ik
dozunda anlamlilik saptanmaktadir (*P<0.05).
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Kontrol BA K 3/7 0,005 2.005 2,73
250uM BA K 3/7 0,029 6,95* 5,63*
500uM BA K3/7 0,025 3,35 4,58*
1000uM BA K 3/7 0,005 2,90 3,73*
Kontrol BP K 3/7 1.50 2.54 2.54
250uM BP K 3/7 1,86 2,29 4,15
500uM BP K 3/7 1,86 1,58 5,22*
1000uM BPK 3/7 1,85 2,68 3,6
Kontrol DPD K 3/7 1.59 2.54 2.54
250uM DPDK 3/7 1,70 2,45 3,50*
500uM DPD K 3/7 3,74* 4,80* 7,87*
1000uM DPD K 3/7 4,24 2,25 4,05*
Kontrol BA K8 0,005 2.005 2,73
250uM BAK 8 0,02 6,95* 5,63*
500uM BA K 8 0,02 3,35 4,58*
1000uM BA K 8 0,005 2,90 3,73
Kontrol BP K 8 1.50 2.543 2.540
250uM BP K 8 0,034 3,79 4,15
500uM BP K 8 0,04 3,71 4,519
1000uM BP K 8 0,022 3,62 4,028
Kontrol DPD K 8 1.598 2.54 2.54
250uM DPD K 8 0,019 3,85 5,2
500uM DPD K 8 0,067 7,294* 7,407*
1000uM DPD K 8 0,0216 3,884 5,078*
Kontrol BA K 9 0,005 2.005 2,73
250uM BA K9 2,92 6,91 3,79
500uM BA K 9 1,72 4,15 4,61
1000uM BA K 9 2,18 3,70 3,92
Kontrol BP K9 1.50 2.54 2.54
250uM BP K 9 1,90 5,84 4,03
500uM BP K 9 1,690 4,55 4,60
1000uM BP K 9 1,87 3,88 4,367
Kontrol DPD K 9 1.598 2.54 2.54
250uM DPD K 9 1,86 4,53 4,13
500uM DPD K 9 3,25 8,64* 8,21*
1000uM DPD K 9 2,02 4,07 4,15

Tablo 2. HTB-32 Serviks karsinoma hucre dizisi Kaspaz 6lgtimleri (*P<0.05)
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Sekil 27. HTB-32 Serviks karsinoma hiicre dizisi Kaspaz ol¢timleri
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1.GUN 3.GUN 5.GUN
Kontrol BA K 3/7 0,005 2.005 2,73
250uM BA K 3/7 2,231 1,95 9,229*
500puM BA K 3/7 0,983 3,66 8,024*
1000uM BA K 3/7 2,148 1,83 14,71*
Kontrol BP K 3/7 1,50 2,54 2.54
250uM BP K 3/7 1,68 1,36 3,56
500puM BPK 3/7 1,54 1,58 3,40
1000uM BPK 3/7 1,62 1,68 1,23
Kontrol DPD K 3/7 1,59 2,54 2,54
250uM DPDK 3/7 1,90 1,96 4,14
500uM DPD K 3/7 1,74 2,47 8,07*
1000uM DPD K 3/7 1,63 1,72 5,20*
Kontrol BA K8 0,005 2,005 2,73
250uM BA K 8 0,02 6,95 5,63
500uM BA K 8 0,02 3,35 4,58*
1000uM BAK 8 0,005 2,90 3,73*
Kontrol BP K 8 1,50 2,54 2,54
250uM BP K 8 1,554 2,968 8,347*
500uM BP K 8 1,152 1,71 4,682
1000uM BP K 8 3,27 1,75 5,212
Kontrol DPD K 8 1,598 2,54 2,54
250uM DPD K 8 0,856 3,688 4,423*
500uM DPD K 8 1,28 1,713 8,9306*
1000puM DPD K 8 5,32* 1,75 8,944*
Kontrol BA K 9 0,005 2.005 2,73
250uM BA K9 1,296 1,566 5,715*
500uM BA K 9 1,031 1,846 8,068*
1000uM BAK 9 2,2236 5,979* 9,72*
Kontrol BP K9 1.50 2.54 2.54
250pM BP K 9 1,47 1,40 3,94
500uM BP K 9 1,19 1,616 5,084*
1000puM BP K 9 2,21 1,98 6,092*
Kontrol DPD K 9 1.598 254 2.54005
250uM DPD K 9 0,71 13,96233* 9,077*
500uM DPD K 9 1,43 1,725 38,29*
1000pM DPD K 9 2,44 3,427 9,776*

Tablo 3.CCL-62 kaspaz analizleri




CCL- 62 Hiicre dizinde ise;

l.glin ve 3.giinde kaspaz 3/7’nin uyarladigimiz tim bor tlirevlerinde aktivasyonu istatistiksel

olarak anlamli ¢ikmamustir.

l.giinde; tim kaspaz aktivasyonlarma bakildiginda yalnizca 1000 pM DPD uygulanmasiyla

kaspaz 8’de anlaml1 bir aktivasyon goriilmiistiir(*P<0.05).

3.gunde ise sadece kaspaz 9 aktivasyonunda, 1000uM BA ve 250uM DPD madde dozlarinda
anlamli farklilik gértilmistiir (*P<0.05).

5.glin kaspaz 3/7°nin BA uygulamasiin tim dozlar1 anlamli sonuglar verirken, BP dozlar
aktivasyonu arttirmamistir. Diger taraftan 500 uM ve 1000 uM DPD uygulamasi kontrole gore
anlamlidir (*P<0.05).

5. glinde kaspaz 8’in aktivasyonu BA’de 500 puM ve 1000 uM dozlar istatiksel olarak anlamli
(*P<0.05) olarak degerlendirilirken BP’nin yalnizca 250 uM dozunda 6nemlilik saptanmigtir. Oysa

DPD’nin her {i¢ dozunun uygulanmasinda kontrole gore sonug¢ anlamlidir (*P<0.05).

5.giin kaspaz 9 aktivasyonunda BP’nin 250 uM dozu hari¢ diger bor tiirevlerinin tiim dozlarinda

kaspaz 9 aktivasyonunun artisinda anlamlilik saptanmistir (*P<0.05).
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CCL-62 Kaspaz ol¢limleri
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Sekil 28. CCL-62 hucre dizisi Kaspaz olcumleri
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Her iki hiicre hattina uyguladigimiz bor tiirevlerini kaspaz aktivasyonlar1 yoniinden

degerlendirdigimizde hiicre hatlar1 arasinda istatiksel yonden anlamli fark bulunamamistir (P>0,05).

3.3. Mikroskobik analizler:

3.3.1. Anneksin V EITC

Uygulanan borik asit’in Annexin V Ol¢limlerinde kirmizi hiicreler apoptotik, yesil olan hiicreler
ise canli olarak tanimlanmistir. HTB32 hiicrelerinde DPD nin 250 uM dozunun 1. giinii 1000 uM
dozun yine 1 ve 5. giiniin kontrole gore karsilastirilmasi sonucunda apapoptozis yoniinden anlamli
fark saptanmistir (P<0,05). CCL62 hiicrelerinde ise 1000 lik dozda ve 5.6l¢tiim giiniinde DPD deki
olarak apoptosis orani kontrole gore anlamlidir P<0,05). Diger tarftan 3. giinde CCL62 hiicrelerinde
DPD 1000mgr dozunda ve 5.0l¢iim giiniide CCL62 ve HTB32 hiicrelerinde 1000 uM dozda
apoptotik hiicre sayst anlamlidir (P<0,005). Alt grup analizinde CCL62 hiicrelerinde DPD nin 1000
uM uygulamasinda giin arttik¢a apoptosis anlamli derecede olarak artmaktadir. Bu sonuclara gore
apoptozis; Doz arttik¢a artmakla beraber, madde etki siralamast DPD>DP>BA seklindedir. Diger
taraftan HTB32 kanser hiicreleri CCL62 He La kontaminati 6liimsiiz hiicre hattina gore daha fazla

apoptosis sergilemektedir.
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Borik asit:

1000
500
250uM

250uM

1000

500
250uM

i YESIL ® KIRMIZI

| 1

KONTROL 5. 18 |
UM CCL-62 18
IM CCL-62 1
BA CCL-61 1
1000M HTB-32 1
500UM HTB-32 ‘8|
BA HTB-32 18 |
KONTROJ 1|£‘
IM CCL-62 18 |
UM CCL-63 3 GIIN g ]10
BA CCL-67 3.GIIN g L Jr

1000uM HTB-32
500uM HTB-32

250uM

1000
500
250uM

1000yM HTB-32
500uM HTB-3%

250uM

BA HTB-32
KONTRO|
uM CCL-62
UM CCL-63

3.

1 GUN

BA CCL-62

1.GUN

1.GUN

BA HTB-373

1.GUN

-10 -5

15 20

HUCRE SAYISI

30

Sekil 29. Borik asit ile Annexin FITC 6lgumleri




Boraks pentahidrat (BP) :

1000pM CCL-8

500uM CCL-6

250uM  CCL-6

1000uM HTB-3

500uM HTB-3

250uM HTB-3

1000uM CCL-6

250pM CCL-62

500uM HTB-32

1000uM CCL-62

1000uM HTB-32

250uM HTB-3

KONTRQ

KONTR

500uM CCL-62 3.GUN

1000uM HTB-32 3.G(J

P50uM BA HTB-323.GUN

KONTRQL 1.GUN

500uM CCL-62 1.

250uM CCL-§2 1.GUN

500uM HTB-32_1.GUN

-10

-5

HUCRE SAYISI

30

i YESIL

H KIRMIZI

Sekil 30. BP ile Annexin V FITC olgtmleri




Di sodyum Pentaborat Dekahidrat:

KONTRO
100QuM CCL-6
500uM CCL-6
250pM CCL-6
1000uM HTB-3
500uM HTB-3
250uM HTB-3
KONTRO
100QuM CCL-6
500uM CCL-6
250pM CCL-6]
1000uM HTB-3
500puM HTB-3
250pM |BA HTB-3
KONTRO
100QuM CCL-6
500uM CCL-6
250uM CCL-6
1000uM HTB-3
500puM HTB-3
250uM HTB-3

L 5.GLIN
» 5.GUN
2 5.GUN
2 5.GUN
2 5.GUN
2 5.GUN
» 5.GUN

I
2 3.GUN
D 3.GLIN

I
2 3.GUN
2 3.GUN
2 3.GUA

I

2 1.GUN

2 1.GUN
2 1.GULIN

» 1.GUN

-10 -5

5 10

HUCRE SAYISI

15

25

30

i YESIL

H KIRMIZI

Sekil 31. DPD ile anneksin V FITC ol¢timleri
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Sekil 32. Annexin V FITC ile apoptotik htcreler (CCL-62,P/14,3.Gun,1000uM DPD ile)
(10X objektif ile)
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a. b.
Sekil 33 a-b. Annexin V FITC ile apoptotik hicreler (HTB-32,P/16,5.Giin,1000uM DPD ile)
(10X objektif ile)

Sekil 34. Annexin V FITC ile canli hiicreler CCL-62 (P/14,3.G(in,500uM BA ile muamele)
(10X objektif ile)
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Sekil 35. Annexin V FITC ile canli hiicreler HTB-32 (P/16,3.gin,500uM BA ile muamele)
(10X objektif ile)
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3.3.2 Kaspaz Fitc VAD FMK

Sonuglar istatistiksel olrak degerlendirildiginde; Hiicre bazinda ki incelemeye bakilacak
olunursa; Hiicre tipine gore tiim veri i¢inde yapilan karsilastirmada toplam 1080 hiicre 1s1ma
acisindan degerlendirilmis ve 540 HTB32 hiicresinin 79’unda 1s1ma varken, 59 CCL62 hiicresinde
1s1ma saptanmigstir. Kontrole goérede yapilan karsilagtirmalarda; dagilim anlamli olarak farklh

bulunmustur. HTB32 hiicreleri daha fazla apoptosis gostermistir (P=0.042 ).

Tiim veri i¢cinde maddeye gore karsilastirma yapildiginda, apoptozis olusan hiicrelerin
dagiliminda anlamli fark bulunmustur. BA maddesi en az apoptozis olustururken BP maddesi ikinci
siklikta, DPD maddesi ise daha fazla apoptozise yol agtig1 saptanmaistir.

Maddeye gore alt grup analizi yapildiginda, p<0.05 dagilim farkli bulunmustur. HTB32
hiicrelerinde 250uM dozda ve 1.6l¢lim giiniide, DPD belirgin olarak apoptosis saglamistir. HTB32
hiicrelerinde 1000 pM dozda ve 1.6lciim ve 5. Ol¢iim giiniide, DPD belirgin olarak apoptosis
saglamigtir. CCL62 hiicrelerinde 1000 uM dozda ve 5.6l¢im guniinde DPD belirgin olarak

apoptosis saglamistir.

Sekil 36. HTB-32 P/14 1000uM DPD 5.giin dlcimi
(10X objektif ile)
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Boraks Pentahidrat:

KONTROUS.GUN_| '—:1&'_—i—|——-
1000uM CCL-62|5.GUN | 1 -‘—l——a
500uM CCL-62(5,GUN . ‘T—-’—i——-
250uM CCL-62|5,GUN . | -‘—i——a
1000uM HTB-32 5.GUN,__d=|_ _ﬁ-ﬁ—r !
500uM HTB-32}5.GUN . ‘
250uM| HTB-32,5.GUN . ‘
KONTROL3.GUN | ‘
1000puM CCL-62|3,GUN . : 1 | -‘—i——a
500uM CCL-62,3.GUN . ‘
250uM CCL-62,3.GUN . ﬁ:
1000uM HTB-32 3G,U_N_ ﬁ——’———-
500U HTB-32,3.GUN .
250uM| HTB-32,3.GUN .
KONTROLLGUN .
1000pM CCL-62|1,GUN . 1 | -‘—i——a
500uM CCL-62,1.GUN .
250uM CCL-62{1L.GUN .
1000uM HTB-32|1,GUN . 1 | -‘—i——a
500uM HTB-32,1.GUN .
250uM| HTB-32,L.GUN . |
-10 -5 0 5 10 1|5 zlo 25
Hiicre sayisi

30

M ISIMA YAPMAYAN
CFITCH

Sekil 37. BP ile Caspase VAD-FITC in situ Marker dl¢cimi




Borik Asit :

K
1000
500uM
250pM
1000pM
500uM
250pM
K
1000puM
500V
250pM
1000uM
500uM
250uM BA
K
1000puM
500N
250puM
1000puM
500uM

250uM

ONTROL5.G[IN__

1 CCL-62/5.GUN

|l
|

1 CCL-625,GUN

CCL-62 5,GUN

il

HTB-32 5,GUN

HTB-32 5,GUN

HTB-325.G{IN

ONTROL 3.GUN

1 CCL-62 R.GUN

1 CCL-62

GUN

HTB-32

CCL-62 B.G{IN__

GUN

HTB-323

GUN

HTB-32 R.GUN

ONTROL (LGUN

1 CCL-6211

GUN

1 CCL-62

GUN

HTB-32

CCL-62 [1,GUN

HTB-32[1,GUN

GUN

HTB-32 (LGUN

i

-10 -5

Hiicre Sayisi

15

N

0

25

30

i ISIMA YAPMAYAN
CFITCH

Sekil 38. BA ile Caspase VAD-FITC in situ Marker 6l¢cim
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Di Sodyum Pentaborat Dekahidrat :

KQ
1000uM
500uM

250uM

K

1000uM HTB-32 5.GUN

250uM HTB-3

CCL-62 5.GUN
CCL-62 5.

CCL-62 5.

500uM |HTB-32 5.GU

NTROL 3.GUN

1000puM

500uM,

CCL-62 3.GUN

CCl-62 3.GUN

CCl-62 3.GUN

250uM
1000uM
500uM
250uM BA
K(
1000puM
500uM
250uM
1000uM
500uM

250uM

HTB-32 3.GUN

HTB-32 3.GUN

CCL-62 1.GUN
oL i
- i
HTB-32 1.GUN
HTB-3 UN

HTB-32 1.GUN

-10 -5

Sekil 39. DPD ile Caspase VAD-FITC in situ Marker 6l¢timi
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4. TARTISMA

Calismamizda Servikal Karsinoma hiicre hatlar1 olan HTB-32 (servical carcinoma) ve CCL-62
(HeLa Contaminant) hiicre hatlari kullanilmistir. Hiicre hatlar1 epitelyal orijine sahip kanser
hiicreleridir. Bu hiicrelere bor bilesikleri olan BA (Borik asit), BP (Boraks Pentahidrat) ve DPD
(Disodyum Pentaborat Dekahidrat)’ in 250uM, 500 uM, 1000 uM dozlar1 uygulanmis ve 1, 3, 5 ve

7. glinlerde MTT analizi yapilarak hiicrelerin proliferasyonuna olan etkileri belirlenmistir.

Bor uygulamasi sonucu HTB-32 hiicre hattinda meydana gelen baskilamanin belirlenmesi i¢in
uygulanan MTT analizinde BA’in 250uM’lik dozunda 1,3,5 ve 7 giin uygulanmas ile elde edilen
degerlerde proliferasyonu belirgin bir sekilde baskilamadig1 diger taraftan BA’ nin 250 uM, 500 uM,
1000 uM’lik dozlarinin 1,3 ve 5. giin belirgin bir sekilde proliferasyona etki etmedigi hatta
proliferasyonun arttigi da goriilmiistiir. Fakat 7. giinde kayda deger bir sekilde proliferasyonun
baskilandig1 goriilmiistiir. Bu baskilanma kontrol hiicrelerinde de goriilmiis ve bu hiicrelerin 7.
giinde tepe fazina girmesi ile baglantili oldugu tespit edilmistir. Diger bir hiicre hatt1 olan CCL-62
hiicrelerinde meydana gelen baskilamamnin belirlenmesi i¢in uygulanan MTT analizinde BA’in
belirgin bir sekilde proliferasyonu baskilamadigi hatta bazi ginler ve dozlarda proliferasyonun
arttig1 gorilmiistiir. Yapilan farkli caligmalarda; insan prostat kanseri hucrelerinde, DU-145 adli
hiicre hatti kullanilmis ve yapilan bu ¢alisma ile 1mM borik asit varhiginin, biylime oranimi
baskiladig1 goriilmiistiir (40). Baska bir c¢alismada ise, borik asitin etkisi, Ostrojen
reseptorl negatif insan meme  kanseri hicre dizileri olan MDA-MB-231ve MDA-MB-435de
calisilmistir, fakat 1mM’lik borik asit dozu her iki hiicreye bir etki gostermemistir ayrica, dstrojen
reseptorl pozitif hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve T47-D’de de anlamli bir inhibisyon gézlenmemistir.
Bunun etkisinin kullanilan farkli hiicre medyumlar1 olabilecegi ongoriilmiistiir. 7.giinde alinan
olglimlerde ise, Ostrojen reseptori negatif SK-BR-3 hiicre hattinda % 15 lik bir buyime inhibisyonu,
Ostrojen reseptor pozitif hiicre hattt ZR-75-1"de ise, % 40 buylme inhibisyonu goériilmiistiir. Bu
caligmalarin 15181 altinda, borik asitin inhibisyon etkisinin, steroid hormon metabolizmasina yanit
olmadig1r Ongorilmiistiir. Bu veriler dogrultusunda, borik asitin tumor bliyiimesini engelleyen

mekanizmadaki rolii anlasilamamistir (88).
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Molekiiler ¢alismalarda, borik asitin, riboz, NAD dahil olmak uzere nukleotidlerin pargalar
uzerinde bulunan cis-diollere baglandig1 tespit edilmistir. Buradan yola ¢ikarak arastirmacilar, borik
asitin nukleotidlerle, niikleotid-borat kompleksleri yaparak, niikleotidlerin isleyis veya kullanimini

antiproliferatif olarak etkiledigini diistinmiislerdir (89,90).

Borik asit uygulamalarimi1 takiben, kullanilan DU-145 (tam biyume tepkisi) ve ZR-75-
1 (kismi blylime inhibisyonu ve apoptozis) hiicre hatlari arasinda borik asit yanit1 farkli olmustur.
Hiicre hatlarinda gozlemlenen bu farkliligin, olusan niikleotid-borat komplekslerinin, hiicre
hatlarindaki spesifik hedefler veya hassasiyetleri yansitiyor olabilecegi disiiniilmiistiir (88). Bu
bilgiler 1s1g¢1nda bizim borik asid verilerimiz karsilagtirildiginda her iki hiicre hattinda belirgin bir
hiicre inhibisyonu gozlenmemistir. Bu nedenle bizim borik asid verilerimiz daha once farkl
arastirmacilarin yaptigi caligma sonuglariyla uyumlu goriilmektedir. Belki HTB-32 nin 7.gtin 1000
pM lik inhibisyonu dikkat ¢cekmekte isede hiicre hattinin 7. giinde tepe fazina girdigi gézden
kagmamaktadir (Sekil 25,26).

BP’in da aymi sekilde 250 uM’lik dozunda 1.3.5 ve 7. giin uygulanmasi ile elde edilen
degerlerde proliferasyonu belirgin bir sekilde baskilamadigi 500 uM’lik dozunun 7. Giin belirgin bir
sekilde baskiladigi 1000 uM’lik dozun ise 1,3,5 ve 7 giinlerde belirgin bir sekilde hiicre hatlarinin
proliferasyonunu baskiladigi sekil 25, 26 da kolayca fark edilebilmektedir. DPD’nin ise 1, 3, 5 ve 7.
giinde biitiin dozlarinin hiicre proliferasyonunu etkin bir sekilde baskiladigi sonucuna varilmaistir.
Ozellikle 1000 uM’lik dozun maruziyet siiresine bagl olarak 5 ve 7. giinlerde % 50 lere yakin bir
diizeyde hiicrelerin proliferasyonunu baskiladig1 goriilmiistiir. Elde edilen bu verilerle BA hiicrelerin
proliferasyonunu belirgin bir sekilde baskilamadigi hatta bazi doz ve giinlerde proliferasyonu
arttirdigi dikkatimizi ¢ekmistir. BP’nin ise doz ve maruziyet siiresine bagli olarak HTB-32 kanser
hiicre hattinin proliferasyonunu kismen baskiladigi fakat DPD’in biitiin dozlarinin hiicrelerin
proliferasyonunu etkin bir sekilde azalttigi ortaya konmustur. BP’in ise maruziyet siiresi ve doza
bagl olarak BA’e benzer bir sekilde hiicrelerin proliferasyonunu baskiladigr goriilmiistiir. Fakat
DPD’1n biitlin dozlarda ve giinlerde proliferasyonu etkili bir sekilde baskiladig 6zellikle 500 pM,
1000 puM’lik dozlarinin maruziyet siiresine bagli olarak %64’lere varan bir sekilde hiicrelerin
proliferasyonunu baskiladigr goriilmistiir. Hiicrelerin 7. giinde tepe fazina girmesi sebebiyle
proliferasyonlarinin etkilendigi goriilmiis ve sonuglar buna gore degerlendirilmistir. Bu verilere gore
HTB-32 hiicre hattinda oldugu gibi BA hiicrelerim proliferasyonunu belirgin bir sekilde
baskilamadigi, BP’nin doz ve maruziyet siiresine bagli olarak CCL-62 kanser hiicre hattinin

proliferasyonunu kismen baskiladig1 fakat DPD’ 1n biitiin dozlarinin 6zellikle 500 uM, 1000 uM’lik
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dozlarinin maruziyet siiresiyle orantili olarak hiicrelerin proliferasyonunu etkin bir sekilde azalttig

ortaya konmustur.

Kaspazlarin sistein proteaz enzimleri olduklari bilinmektedir. Diisiik intrensik etkinlik
gosteren zimojenler olarak sentezlenirler. Aktif enzim, 20kD luk subtnite ilaveten 10kD luk subunit
bulunan bir heterotetramerdir. Apoptosis i¢in gerekli olan bu enzimler, kaynagma ya da 6liim
uyaranina bakilmaksizin apoptosise giden tiim hiicrelerde sistein proteaz aktivitesi ile tespit
edilmektedir (74) Kaspaz kaskadi, sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz-9’un
aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi, kaspazlarda sitokrom c’nin aliverilmesine neden olabilirler
(74,75). Ayn1 sekilde baglatici kaspaz olan kazpaz 8 hiicrede diger enzimlerin salinmasini ve
aktiflestirilmesini saglayan bir aracidir. Yapilan bir ¢alismada arastirmacilar, ZR-75-1 hicre kultird,
7 giin boyunca borik asit ve fenilboronik asit tiirevleriyle maruziyete birakilmistir. Yapilan kazpaz 3
faaliyeti 6lcimlerinde, indiklenen 8lumunin sitotoksik veya nekrotik bir 6limden ziyade apoptotik
yani programlanmis bir 6liim oldugunu dogrulamislardir (91). Esas efektor kaspazlar olan 3 ve 7 nin
aktiflenmesiyle kaspaz siireci devam eder. Ve hiicrenin lizisiyle apoptotik slire¢ tamamlanir (74).
Borik asitle Nude fare’de LNCaP hicrelerinin timoér modeli olusturulmus bir ¢alismada ise, borik
asitin bir serin proteaz olan prostat spesifik antijenin aktivasyonunu (PSA) inhibe ettigi goriilmiistiir.
Fakat bu inhibisyonun DU-145 hiicresinde gorilen mekanizmada farkli oldugu yorumlanmustir (6,
40). Proteazlarin diger bir ailesi serin proteazlardir (75). Calismamizda kaspazlarin borik asitle
aktivasyonunun yiiksek olmamasi serin proteazlarin inhibisyonu ile baglantili olabilir. Ancak borik
asid disindaki DPD de yiiksek kaspaz aktivasyonu saptanmistir. Bu durum bize elementer borun

olusturdugu bilesiklere gore etkinliginin farklilastig1 diisiincesini uyandirmistir.

Tablo 2 ve 3 incelediginde tiim kaspaz aktivasyonlarinda DPD nin etkin oldugu
gorulebilmektedir. Diger BA ve BP ile birlikte degerlendirildiginde kaspaz 9 un daha az aktive
oldugu goriilebilmektedir. Bilindigi lizere kaspaz 9 apopitozisin i¢ yolaginda etkin olan bir
enzimdir. Bu durum bor bilesiklerinin dis yolaktan daha fazla etkinlignin olabilecegi diislincesini

uyandirmaktadir.

Anneksin agisindan Bor bilesiklerinin apoptotik etkinligin degerlendirilmesinde kullandigimiz
bilesiklerin apoptozise yol ac¢tigini saptamamiza karsin, DPD nin en gii¢lii sekilde indiiksiyonu
gerceklestirdigini sekil 31, 30 ve 29’ da goriilebilir. Bu durum kaspaz sonuglarin1 dikkate alarak

degerlendirildiginde sonuglar birbirini destekler niteliktedir.
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Apoptozun salgidan bagimsiz bir mekanizmasida, hiicre zar1 iizerinde bulunan ‘6lim
reseptorlerinin’ aktivasyonu ile iliskilidir. Apoptotik isaretin uyaricisi olan Fas, bir¢ok hiicre tipinde
bulunur. Fas ligand1 (FasL) da TNF ailesinin bir iiyesidir. Ozellikle sitotoksik T hiicreleri ve Naturel
Killer hiicreleri iizerinde bulunur. FasL’nin Fas reseptoriine baglanmasi ile apoptotik islem baslar.
Bu mekanizma, bir immun tepki sonunda aktive olmus T hiicrelerinin uzaklastirilmasi, virlis ise
enfekte hedef hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, timdr hiicrelerinin  6ldiiriilmesi ve bir¢ok patolojik
durumdaki hiicrelerin uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynar (84). Bor bilesiklerinin Fas Ligant yolagi
ile apoptotik etkinligini arastirdigimizda sekil 39, 38 ve 37’ de goriilecedi lizere 3.glin 500uM DPD
bilesiginde HTB32 ve CCL62 arasinda anlamli fark HTB32 kanser hiicresi , daha fazla apoptozise
yol acgtig1 goriilebilmektedir. Uygulanan maddeye gore ; apopotosis belirgin olarak farklidir. DPD
maddesi BA ve BP maddelerine gore belirgin apoptosis saglamaktadir. Ayrica; verilen doza gore
apoptosis dagilimi anlamli farklidir. 1000uM dozda tiim maddeler igin belirgin olarak apoptosis
saglanmistir (p=0.000). Ol¢iim giiniine gore ; apoptosis dagilimlarinda anlamli fark bulunmustur. 5.
Giinde apoptosis sayis1 belirgin olarak fazladir (P=0.00) Ozellikle DPD’in her dozu i¢in, 1.giinden
5.gline bagl olarak belirgin olarak artmistir. BUtiin bu veriler kaspaz 3-7, kaspaz 8 ve Annexin V
verilerini desteklemektedir. Buna karsin kaspaz -9 un gorece olarak diger kaspazlara gore daha az
aktivasyon gostermesi kullandigimiz bor bilesiklerinin i¢ yolaktan ¢ok dis yolaktan apoptozisi

indikledigi yargisini pekistirmektedir.

Sonug olarak serviks kanseri (HTB-32) ve He La kontaminati hiicre hatlarinda kullandigimiz
BA, BP ve DPD nin apoptotik yonden degerlendirilmesinde hiicre tipine ve bor bilesiginin icerigine
gore apoptotik indiiksiyonun artirip azalabilecegi ve apoptozise hiicre dis yolagini etkileyerek yol

acabilecegini isaret etmekle birlikte DPD nin gugll bir apopitotik ajan oldugunu ileri siirebiliriz.
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