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OZET

Amag: Bu calismada son zamanlarda bir ¢ok alanda kullanilan ve alternatif tedavide yeni bir
bakis acis1 olabilecek olan borik asitin bag boyun kanseri hiicre hatlarinda proliferasyon ve

tiimOr supressor gen ekspresyonlarina etkisi arastirilmistir

Materyal ve Metod: bas boyun kanseri hiicre hatt1 olan UT-SCC 6A, 6B, 9A, 16A, 16B 24A,
54C, 74A, ve 74B hiicre hatlar1 200ug/ml ile 1800ug/ml dozlar1 arasinda borik asit ile mua-
mele edildi ve XTT assay ile uygun doz tayini yapildi. Ardindan uygun doz ile muamele edi-
len hiicrelerden trizol ile RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA lar cDNA’ya ¢evrildi.
P53,RB1, INGI1 ve ING3 primerlerinin ¢aligma sicakligini tespit etmek i¢in gradient PCR
yapildi. Real-time PCR da kullanilmak tizere standart hazirlamak i¢in gradient PCR sonra-

st jel ekstraksiyonu yapildi. Uygun calisma programi ayarlanarak elde edilen orneklerin eks-

presyon analizi real-time PCR Ile yapildi.

Bulgular: Kullandigimiz hiicre hatlarinda UT-SCC UT-SCC 6A, 6B, 9A, 16A, 16B,24A,
54C, 74A ve 74B hiicre hatlarinin hepsinde de borik asit proliferasyonu énemli oranda diisiir-
diigii tespit edilmistir. UT-SCC 6A hiicre hattinda en etkin doz 1000ug/ml, UT-SCC 6B hiicre
hattinda en etkin doz 1800ug/ml, UT-SCC 16A hiicre hattinda en etkin doz 800ug/ml, UT-
SCC 16B hiicre hattinda en etkin doz 1000ug/ml, UT-SCC 24A hiicre hattinda en etkin doz
1600ug/ml, UT-SCC 54C hiicre hattinda en etkin doz 1800ug/ml, UT-SCC 74A hiicre hattin-
da en etkin doz 800ug/ml, UT-SCC 74B hiicre hattinda en etkin doz 800ug/ml ve UT-SCC
9A hiicre hattinda en etkin doz 800ug/ml olarak bulunmustur. Bu degerler borik asit ve kont-
rol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik olup olmadig istatistiksel olarak Mann Whitney U
testi ile kontrol edildi. Ve p degerleri 0,05’den kii¢iik bulundu. Bu sonucun anlamli oldugu
tespit edilmistir. Etkin dozlar bulunduktan sonra bu hiicre hatlarinda p53, Rb, ING 1 ve ING
3 gen ekspresyonlari incelenmistir. Bu ekspresyon calismasi sonucunda UT-SCC 6A, 54C

ve 24 A hiicre hatlarinda Rb gen ekspresyonu yaklagsik 2 kat azalmistir. UT-SCC 16A ve 74A
hiicre hatlarinda p53 gen ekspresyonu yaklasik 2 kat azalmigtir. ING ailesi sonuglari ise ING
1 gen ekspresyonu i¢in UT-SCC 16B ve 54C hiicre hatlarinda yaklasik 2 kat azalma goriil-
miistiir. ING 3 geni i¢in ise UT-SCC 54C hiicre hattinda yaklasik 5 kat azalma goriilmiistiir.
Hiicre hatlarinda kontrol ile borik asit uygulanmis hiicre hatlar1 arasinda anlamli bir azalma
olup olmadigin1 anlamak i¢in istatistiksel test yapildi ve p degeri 0.05’den kii¢iik bulundu ve

ekspresyon azalmalart anlamliliga en yakin olarak Mann Whitney U testi ile karar verilmistir.
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Sonug: Sonug olarak borik asitin prostat kanseri iizerinde proliferasyonu inhibe edici etki-

si bas boyun kanseri hiicre hatlarinda da goriilmiistiir. Bu etkinin hiicre dongiisiinde ciddi rolii
olan 6nemli tiimOr supressor genler lizerindeki etkisinde ekspresyon azalmalart goriilmiistiir.
Bu sonuclar 1s1g1nda borik asit alternatif kanser tedavi sekli olmaya aday bir maddedir dene-

bilmesi icin ileri diizeyde caligmalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Bag boyun kanserler, hiicre proliferasyonu, timor supressor gen, p53,
Rb, ING 1 ve ING3
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ABSTRACT

Aim: Boric acid is a very common chemical used in a wide variety of industries and applica-
tions. In this study, the use of boric acid as a potential alternative cancer therapy was investi-
gated by examining its effect on head and neck cancer cell line proliferation and tumor supp-

ressor gene CXpI‘CSSiOl’l.

Materials and Methods: Head and neck cancer cell lines UT-SCC 6A, 6B, 9A, 16A, 16B,
24A,54C,74A, and 74B were treated with varying doses of boric acid, ranging from 200 ug/
mL to 1800 ug/mL and XTT assay was used to measure the dose response. Subsequently,
RNA was isolated from treated cells using the Trizol method. cDNA was made from the iso-
lated RNA and then, using gradient PCR, primer melting temperature was determined for
P53, RB1,INGI and ING3 genes. Following gradient PCR, gel extraction of PCR product
was performed for use as standards in real-time PCR. Real-time PCR was then performed to

analyze gene expression in the samples.

Results: Boric acid treatment caused a significant decrease in proliferation in all of the head
and neck cancer cell lines investigated, including UT-SCC 6A, 6B, 9A, 16A, 16B 24A, 54C,
74A, and 74B. The most effective doses for the cell lines were as follows: UT-SCC 6A 1000
ug/mL, UT-SCC 6B 1800 ug/mL, UT-SCC 16A 800 ug/mL, UT-SCC 16B 1000 ug/mL, UT-
SCC 24A 1600 ug/mL, UT-SCC 54C 1800 ug/mL, UT-SCC 74A and 74B 800 ug/mL, UT-
SCC 9A 800 ug/mL. Results from boric acid treatment and untreated controls were analyzed
for statistical significance using Mann Whitney U test. The results approached statistical sig-
nificance with p value of 0.05. After determining the effective doses, cell lines were treated
with boric acid and gene expression of P53, RB, ING1 and ING3 were analyzed. RB gene
expression was decreased in several of the cell lines examined including UT-SCC 6A, 54C
and 24A (2-fold decrease) Also, pS3 gene expression was found to be decreased in two of the
cell lines: UT-SCC 16A (2-fold decrease) and UT-SCC 74A (2-fold decrease). ING1 gene
expression was decreased in UT-SCC 16B (1.5-fold) and UT-SCC 54C (3-fold). ING3 gene
expression was also decreased in one cell line: UT-SCC 54C (5-fold decrease). The changes
in gene expression levels were tested for statistical significance using Mann Whitney U test
and the results are significant at p < 0.05.



Conclusion: In short, similar to results seen in prostate cancer in terms of inhibition of pro-
liferation, boric acid reduced levels of cell proliferation in head and neck cancer cell lines.
These results strongly indicate that several tumor suppressor genes important in cell cycle
control play a significant role in the observed effect. In light of these results, boric acid ap-
pears to be a candidate alternative therapeutic agent for cancer. Of course, further experi-

ments are necessary in order to strengthen this conclusion.

Keywords: head and neck cancer, cell proliferation, tumor suppressor gene, p53, Rb, ING1,
ING3
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1.GIRIS

Ust solunum yolu kanserleri arasinda larinks, 6zofagus, farinks, agiz ve burun boslugu
kanserleri bulunur ve bu kanser ¢esitlerinin tamamina bas boyun kanserleri denir. Bag boyun
kanserleri biitiin kanser cesitlerinin %15 ini olusturur. Kadinlara oranla erkeklerde daha sik
goriilen bir kanser tiiriidiir. Risk faktorleri arasinda cevre ve yasam sekli 6nemli yer tutar.
Alkol ve sigara kullanim1 bagta olmak iizere buhar, duman ve irritan maddelere maruziyet
etiyolojisinde 6nemli rol oynar. Semptomlar1 arasinda ise boyun bolgesinde olusan kitle, agri,

agizdan kan gelmesi, nefeste kotii koku, siniislerin tikanmasi, dilde yara olusumu gosterilebilir.

Bas boyun kanserlerinin biyolojik davranisi agresiftir. Bu sebepten otiirii bag boyun
kanserlerinden herhangi birine yaklananlar da ayni alanda bagka yerlerde goriilme olasilig1
oldukca yiiksektir. Bag boyun kanserlerinin histopatolojisine bakildiginda ise %90 1n1 skuamoz
hiicreli bas boyun kanserlerinin olusturdugu tesbit edilmistir. Bas boyun kanserlerinin %60-
70 oraninda erken tan1 konulamamaktadir. Tedavide ise klasik yontemlerden radyoterapi ve
kemoterapi uygulanmaktadir. Bu noktada kanser tedavilerinde alternatif tedavi yontemleri
aray1s1 hiz kazanmakta ve bilim adamlari bitkisel ve kimyasal kaynakli olabilecek tedavi amach
calismalara her gecen giin yenisi eklemektedir. Biz de diinyanin en zengin bor yataklarina
sahip tilkemizde, son yillarda farkli bircok ¢alisma alan1 oldugu kesfedilen borun bas boyun

kanserindeki etkisini arastirmay1 hedefledik.

Borik asit periyodik cetvelin 5. elementi ve 3A grubu igerisinde tek ametaldir. Ham
maddesi borakstir ve boraksm en genis kaynaklari Tiirkiye’de bulunmaktadir. Bor cam
sanayisinden seramik yapimina, tarim uygulamalarindan temizlik {iriinlerine kadar bircok
alanda kullanilmaktadir. Yapilan calismalarda borun kemik, mineral, lipid, enerji metabolizmasi
ile immiin sistem ve endokrin sistem icin esansiyel olabilecegi bildirilmistir. Son yillarda ise
saglik alaninda kullanma fikri dogmus ve ilk olarak BNCT(Boron Neutron Capture Therapy)
kanser tedavisinde kullanilmaya baglanmigtir. Bu tedavi yonteminde kanser hiicreleri hedef

alinmakta ve normal hiicrelere minimum zarar verdigi i¢in tercih sebebi olmaktadir. Bu bilgiler



1s1g¢1nda borun sadece bu tedavi yontemi ile degil de direk kendisinin bu etkiyi saglayabilecegi
fikri dogmus ve yapilan bir calismada prostat kanseri hiicre hatlarinda borik asitin proliferasyonu
durdurdugu bulunmugtur. Hiicrenin G1, S, G2, M fazlarindan gecgerek kendi kopyasini
olusturma iglemi olan proliferasyon sirasinda hiicre kontrol noktalari (check point) lizerinden
kontrol edilir. Bu kontrol noktalarinda bulunan genler sayesinde hiicre herhangi bir hasara
ugramadan saglikli hiicreler meydana getirir. Kontrol noktalarda olusan herhangi bozukluk
hasarli DNA ya sahip hiicreler olusturur ve kanserlesmeye varan ilk adim hiicrede atilmis olur.
Hiicredeki kontrolsiiz cogalmay1 baskilayan genler tiimor siipresor genlerdir. P53, RB ve ING

ailesi kanserlesme siirecinde 6nemli tiimor siipresor genlerdir.

P53 geni 17. Kromozomda yerlesmistir. DNA baglayici bolgesi ve transaktivasyon
bolgesi ile bir transkripsiyon faktorii olan bu gen, hiicre cogalmasini baskilayan diger genleri
regiile etmekte ve apoptozda rol aldig1 diistiniilmektedir. Mutasyona ugramamis normal p53

proteini hiicre siklusunun GI-S fazinda kontrol nokta monitdrii olarak is goriir ve

DNA s1 zarar gormiis hiicrenin hiicre siklusunda ilerlemesini dnler. Bu sekilde defek-
tif hiicrelerin cogalmasi engellenmis olur. Degisime ugramamis aktivitesi normal olan wild

type p53 proteini resessif bir tiimor baskilayici 6zellige sahiptir.

RB ise 13.kromozomun uzun kolu iizerinde (13q14) yerlesmistir. Hiicre siklusunda
anahtar rolii vardir. Her hiicre tipinde eksprese edilir. Normal islevi hiicre siklusunun G1 fa-
zmin sonunda bulunan bir kontrol noktasinda durdurur. Bu olayi transkripsiyon faktorii aile-
si olan E2F ailesini baglayarak yapar. Eger boliinme sinyali alirsa fosforillenir ve E2F ailesini

serbest birakir hiicre G1 den S fazina sonrada M fazina gecerek dongiiyili tamamlar.

Son olarak da ING ailesi (inhibitor of growth family) 5 tiyesi (ING 1-5) ve birden ¢ok
splice varyant ya da isoformlar1 bulunur. Bu ailenin eksprese olmama durumu apoptozise,
hiicre dongiisiiniin tutulmasina veya hiicre yaglanmasi gibi olaylara sebep olabilir. ING1 ge-
ninin meme, gastrik, 6zofagus, akciger kanseri gibi bir¢ok kanserde ekspresyonunun azaldigi

ya da ozelligini yitirdigi gdzlenmistir.



ING3 geni ise 46.8 kDa lik bir protein kodlar hiicre dongiisiinde ve apoptozis de gorev-
lidir. Ayrica yapilan bir ¢calismada diisiik seviyede bulunan ING3 mRNA nin bag boyun kan-
serinde agresifligi artirdigr bulunmustur. Ozellikle ING3 ve ING1 genleri skuamoz hiicreli

bas boyun kanserine spesifik ¢alisilmis ve ekspresyonlarinda degisiklikler gozlenmistir.

Biz de calismamizda prostat kanser hiicrelerinde etkisi ¢alisilmis olan borik asitin daha
once hi¢ denenmedigi skuamoz hiicreli bag boyun kanseri hiicre hatlarindaki etkisini ince-
lemeyi hedefliyoruz. Bu tedavisel etkiyi 6zellikle molekiiler diizeyde aydinlatarak literatiire
onemli diizeyde katki yapacagimiza inaniyoruz. Yapacagimiz bu arastirma ile bag boyun kan-

serinde borik asit kullaniminin etkisini gdstermeyi amacliyoruz.



2. BAS BOYUN KANSERLERI

2.1 BAS BOYUN KANSERLERI HAKKINDA GENEL BILGILER

Bas boyun kanserleri, birden ¢ok faktoriin etkisiyle olusan ve biitiin diinya iilkelerinde
farkli oranlarda gozlenen bir kanser tiirtidiir. En sik goriilen kanser tiirleri arasinda 6. sirada yer
almaktadir [1]. Amerika Birlesik Devletlerinde tiroid hari¢ tutuldugunda erkeklerde tanimla-
nan tiim malignansilerin % 8.5, kadinlarda da % 3,2’ sini olusturduklar1 bildirilmektedir. Yine
bu iilkede her y1l 45.000 dolayinda yeni vaka gozlendigi, bas boyun kanserinden 6liimlerin ise
her yil 12.000 civarinda oldugu rapor edilmektedir [2]. Bas boyun kanserleri olduk¢a cesitli-
lik gostermektedir. Bu sebepten otiirii bulunduklar1 bolge ve yerlesimlerine gore cesitli sekil-

lerde isimlendirilir.

2.2 BAS BOYUN KANSER CESITLERI

Tablo 1.Bag boyun kanserleri

1.DUDAK KANSERLERI

2.ORAL KAVITE KANSERLERI

3.0ROFARINKS KANSERLERI

4 TUKRUK BEZi KANSERLERI

5.BURUN, PARANAZAL, SINUS KANSERLERI

6. NAZOFARINKS KANSERLERI

7 LARINKS KANSERLERI

8.HIPOFARINKS KANSERLERI

9.SERVIKAL OZOFAGUS KANSERLERI

10. TIROID KANSERLERI

Bas boyun kanserleri icinde en sik goriinen kanser tiirleri oral kavite, larinks ve dudak

kanserleridir.



2.3 RISK FAKTORLERI

Bas boyun kanserlerinin tanisinin % 60-70 oraninda ge¢ konulmasi nedeniyle fonksiyo-
nel ve kozmetik agidan kabul edilmesi zor sonuclarin ortaya ¢ikmasinin yani sira diisiik sag ka-

lim oranlari ile karsilagilmaktadir.

Bas boyun kanserlerinin etiyolojisine bakildig inda bir¢ok faktoriin etki ettigi goriilmek-
tedir. Bunlar arasinda tiitiin kullanimi larenks, hipofarenks ve orofarenks gibi iist solunum yolu

tiimorlerinde 6nemli miktarda yatkinlik olusturmaktadir [3, 4].

Nazofarengeal bolgede irksal bir yatkinlik s6z konusu iken, dudak kanserinde uzun siire-
li giines 15181na maruziyet risk faktorii olarak gosterilmektedir [5]. Bunlarla birlikte HPV, yeter-
siz beslenme, yas ve cinsiyet de bas boyun kanseri olusumunda risk faktorleri arasinda gosteril-
mektedir [6].

2 4 HISTOPATOLOJi

Genel olarak bas boyun kanserli hastalar bir veya daha fazla semptom ile hastaneye bas-
vururlar. Kesin tani i¢in biyopsi yapilan bolgeyle beraber hiicre yapisi da onemlidir. Bu sebeple

bas boyun kanserinin histopatolojik incelemeleri 2 grup altinda yapilmaktadir.

2.4.1 Adenokarsinoma

Bas boyun kanserinin yaklasik %10’unu adenokarsinomlar olusturur. Adenokarsinoma

bezsel dokularda ortaya ¢ikar.

2 4.2 Skuamoz hiicreli karsinom

Yasst1 hiicreli karsinom da denir. Bircok organdan koken alabilir. Skuaméz hiicreli kanser-
ler muk6z membranlar1 da kapsayacak sekilde viicudun her tarafinda goriilebilir. Ama giinege

maruz kalan boliimlerde daha sik meydana gelir.

Bas boyun kanserleri icerisinde skuamoz hiicreli bag boyun kanseri diinyada en sik go-
riilen 6. kanser tiirtidiir [7]. Hastaneye basvuran hastalarin icinde iligte ikisi ileri evrede-

dir [8]. Bas boyun kanserlerinin %90’ 1n1 skuamoz hiicreli bas boyun kanserleri olusturur [9].



Tedavi ve cerrahinin gelismesine ragmen son 40 yilda sag kalim oraninda iyilesme goriilme-
mektedir [10]. Ileri evre hastalik goriilen kisilerde iki y1l icerisinde %50-60 oraninda bolgesel

niiks ve %20-30 oraninda uzak metastaz goriilmektedir [11]

2.5 SEMPTOMLAR

Bas boyun kanserleri kanserli bolgede veya kanserli bolge disindaki yerlerde bazi semp-
tomlar ile varligin1 gosterebilir. Nazofarenks, dil ve hipofarenks kanserleri boyunda sislik ile
belirti verir. Dil, dudak, cilt ve oral kavite tiimorlerinde uzun siireli 1yilesmeyen yaralar ve ka-
namal1 lezyonlar sik goriilen semptomlar arasindadir. Nazal kavite tiimorleri i¢cin burun tika-
niklig1 ve kanamali burun akintisi sik goriilen semptomlar arasinda iken nazofarenks tiimorle-
rinde burun tikaniklig1 yanisira isitme kaybi da goriilebilir. Larenks kanserinde ses kisiklig1 ve
solunum sikintisi, hipofarenks kanserlerinde ise yutma giicliigii sik goriilen semptomlar arasin-
dadir. Biitiin bu semptomlarin yaninda genel olarak bas boyun kanserlerinde konusma bozuk-
lugu, koku alma bozuklugu, agiz kokusu, yiizde sislik, ses kisiklig1 ve nefes darlig1 da goriile-

bilen semptomlar arasindadir.
2.6 EVRELEME

Bas boyun kanserlerinde evreleme asagidaki tabloda 6zetlendigi lizere 4 baslik altinda

toplanmugtir.

Tablo 2:Bag boyun kanserlerinde tiimor evreleme

Evre | TINOMO
Evre 11 T2NOMO
Evre 111 T3NOMO,

T1,T2,T3 (N1MO)

Evre IV T4NOMO Tim N2 ler

T4ANIMO Tiim N3 ler

Tim M1 ler




Bas boyun kanserlerinde kullanilan TNM evrelemesinde gecen kisaltmalarin anlami ise

asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Tablo 3: TNM evreleme sistemi

T siiflandirilmasi (Primer

tiimor degerlendirmeleri)

N smiflandirilmasi (lenf

nodu degerlendirmeleri)

M smiflandirilmasi (uzak

metastaz degerlendirmeleri)

T1 tiimor gelistigi bolgede si-
nirli, olgiilebilir en kiiciik tii-
morii (<2cm)

NO Palpe edilebilir lenf nodu
yok

MO: Uzak metastaz yok

T2 (2-4cm) ve T3 (4-6 cm) tii-

N1 Tek, ipsilateral, < 3 cm,

M1: Uzak metastaz var

kemik, kas gibi derin dokula-

rin invazyonunu igaret eder.

morler giderek daha biiyiik tii- | lenf nodu
morleri
T4 >6 cm ve/veya kikirdak, | N2

a- Tek, ipsilateral > 3 cm-<

6cm’lik lenf nodu

b- Mutiple lenf

nodu hig biri 6 cm’den biiyiik

ipsilateral

degil

c- Bilateral veya kontrlateral
lenf nodu, hi¢ biri 6 cm den

biiyiik degil

N3 > 6 cm lenf nodu varlig1




2.7 TEDAVI

Bas boyun kanserlerinde kanser ¢esidine uygun tedaviyi belirleyen bazi faktorler vardir:
1. Tiimor lokalizasyonu,

2. Hastaligin evresi,

3. Histopatolijik tip ve tiimor farklilagimi gibi diger prognostik faktorler,

4. Elde mevcut imkanlar, alternatif secenekler,

5. Hasta ile ilgili 6zellikler (hasta yasi, cinsiyeti, psikolojik ve mental durumu, meslegi
ve bagta kardiyopulmoner sistem olmak iizere sistemlerin durumu, hasta performansi ve im-

miinolojik durumu),
6. Tedavi ile ilgili potansiyel komplikasyonlar,

Bu hususlar goze alinarak ve hastanin hastalik evresinin belirlenmesinin ardindan uygu-

lanacak tedaviye karar verilir.

Oral kavite ve orofarinks kanserinde erken evrede (Evre I-II) tedavi de cerrahi veya rad-

yoterapi kullanilabilirken ileri evrede (Evre III-IV) her ikisi birden kullanilmaktadir [12].

Hipofarinks, larinks ve dudak kanserlerinde tedavi de erken evrede radyoterapi veya cer-

rahi kullanilirken ileri evrede cerrahi sonrasi kemoradyoterapi kullanilmaktadir.



3. BORIK ASIT
3.1 BOR

Bor, ametal (metal olmayan) sinifinda B harfi ile gosterilen bir kimyasal elementtir. As-
linda metal ile ametal arasindaki bir sinirdadir. Bor ilk defa 1808 yilinda Gay-Lussac, Louis
Jacques Thenard ve Sir Davy tarafindan bor oksidin potasyum ile 1sitilmasiyla elde edilmistir.
Daha saf bor, ancak bromit veya klorit formlarinin tantalyum flamenti vasitasiyla hidrojen ile

reaksiyona sokulmasiyla elde edilmektedir. Bor ismi borun tuzu olan boraks’dan tiiretilmigtir.

Periyodik cetvelin 3A grubu ilk ve en hafif iiyesidir. Atom numarasi 5 ve temel hal elekt-
ron konfigiirasyonu 1s22s22p!’dir. Ilk ii¢ iyonlasma enerjisi 800.6, 2427.1 ve 3659.7 kj/mol ve

grup 3A’nin diger elementlerinin iyonlagsma enerjilerinden biiyiiktiir.

3.2 BOR ELEMENTININ FiZIKSEL VE KIMYASAL OZELLIKLERI

Tablo 4:Bor elementinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

FIZIKSEL OZELLIKLERI | ATOM OZELLIKLERI DIGER OZELLIKLERI
Maddenin hali: kati Kristal yapisi: rombohedral Elektrik direnci:150n€2-m (20°C’de)
Yogunluk: 2.34g/cm3 Yiikseltgenme seviyeleri:3 Is1 iletkenlik:27 4W/(m-K)

Ergime noktas1:2349°K- | Elektronegatifligi: 2,04 Pau- | Isil genlesme:5-7um/(m-K)

2076°C 1ING olgegi
Ses h1z1:16200m/s

Kaynama  noktas1:4200°K- | iyonlasma  enerjisi:800,6kj/
3927°C mol

Ergime 1s1s1: 50.2 kj/mol Atom yarigap1:85pm
Buharlagma 1s151:480 kj/mol | Kovalent yarigap1:82pm

Is1  kapasitesi:  11.087 J| Van der waals yaricap1:208pm
(mol-K)
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3.3 BORUN TARIHCESI

Ik olarak tarihte Babiller 4000 y1l nce boraks ithal etmislerdir. Misirhilar boru tipta,
mumyalamada ve metalurji de kullandiklar1 bilinmektedir. Eski Yunanlilar ve Romalilar bora-

t1 temizlik malzemesi olarak kullanmuslardir. Ik boraks kaynagi Tibet Gollerinde bulunmustur.

Elementel bor 1808 yilinda Fransiz Kimyaci Gay-Lussac ile Baron Louis Thenard ve Sir

Humpry Davy bulmustur.

13.yy da modern bor endiistrisi baglamistir. 1852 ‘de ilk boraks madenciligi baslamistir.
Tiirkiye’de ilk isletme 1865 yilinda baglamustir.

3.4 TURKIYE’ DE BOR MADENCILIGI

Tiirkiye’de bulunan borat yataklar: diinya rezervlerinin %60-70’ini olusturmaktadir. Bu

rezervleri de Bigadi¢, Emet, Kirka ve Kestelek bolgesinde bulunan bor madenleri olusturur.

3.5 BOR MINERALLERI

* Kristal suyu iceren boratlar
* Bilesik boratlar

* Susuz boratlar

* Borofluoritler

* Borosilikat mineralleri

* Turmalin grubu mineraller
* Ticari bor mineralleri

¢ Borik asit
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3.5.1 Borik Asit

Borik asit, ayn1 zamanda borasis asit, ortoborik asit ya da acidyum boryum olarak da ad-
landirilir. Atom numarasi 5 ve periyodik sistemde III A grubunda bulunur. Kimyasal formiilii

B(OH), diir. Borik asitin molekiiler agirlig1 ise 61.832 g/mol diir.

3.5.1.1 BORIK ASITIN CEVRE VE CANLILAR UZERINDEKI ETKILERi

Bor elementi 1923 yilinda bitkiler i¢in esansiyel kabul edilmistir. Bunun yani sira bo-
run kemik, mineral, lipid, enerji metabolizmasi ile immiin sistem i¢in de esansiyel olabilecegi
bildiren yayinlar bulunmaktadir [13-17]. Borun metabolizmasi bilinmemesine ragmen borun
cis-hidroksil gruplar1 iceren biyosubstratlarla reaksiyona girmesi sonucu hiicre zar1 fonksiyon-

lar1 ve stabilitesinde etkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir [18].

Bor biyolojide memelilere diisiik diizeyde toksik etki yaparken, eklembacaklilarda etki-
li bir maddedir. Bitkilerde eser miktarda bulunmasi hiicre duvarinin sertlesmesi icin gereklidir.

Ama fazlasi toksik etki yapar ve verimi diisiirdir.

Borun hayvanlar iizerine etkisi lizerine yapilan bircok ¢alisma bulunmaktadir. Ve bu ca-
lismalarin sonucu borik asit’in ve boraks‘in genotoksik olmadigim gostermistir [19]. Bu calig-
malarin devaminda bor bilesikleri ile temas da bulunulmasi halinde kansere yol agmadigi ve

genleri degistirmedigi bulunmustur.

3.5.1.2 BORIK ASITIN KULLANIM ALANLARI VE FAYDALARI
3.5.1.2.1 Cam ve Cam Elyaf1 Yapim

Borik asit 6zel camlarin (firin camlari, laboratuar cam malzemeleri) yapiminda kullanilir.
Borik ait bu camlarin 1s1ya, kimyasallara ve mekanik etkilere kars1 dayanim 6zelliklerini artirir.

Plastiklerde, lastik ve kagitta kullanilan cam elyaf yapiminda da kullanilmaktadir.
3.5.1.2.2 Seramik

Seramik sirlarin temel yapisinda baglayic 6zellik gosterdigi i¢in onemlidir. i¢ine katilan
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yapimin mekanik ve kimyasal 6zelliklerini artirdig1 i¢in iirtinlerin fiziksel daRBeler kargisinda

kirilma ve ¢izilme direncini artirir.

3.5.1.2.3 Deterjan

Borik asit temizlik alaninda mikrop oldiiriicii ve beyazlatict amaclariyla kullanilir. Ayri-

ca yikama siiresini ve sicakligini diisiiriicii etki gosterir.

3.5.1.2.4 Tarim

Diisiik bor icerikli topraklarda tek basina ya da giibre ile beraber kullanilir. Bitkiler bu
boru lireme dongiisiinde kullanmaktadirlar. Ayn1 zamanda tarimsal alanda bor istenmeyen otla-

rin temizlenmesini i¢in ilag yapiminda kullanilmaktadir.

3.5.1.2.5 Niikleer Enerji

Atom reaktorlerinde borlu celikler, bor karbiirler ve titanbor alasimlar1 kullanilir. Paslan-

maz borlu ¢elik, nétron absorbani olarak tercih edilir.

3.5.1.2.6 Emprenye ve Koruma

Borik asit kuru ya da yas ahsaplarin nemden koruma ve ciirlimeleri 6nleme amacli kulla-
nilir. Ozellikle denizcilikte yosun, mantar, balcik gibi etmenlere karsi korumada basaril bir se-
kilde uygulanmaktadir. Bunun yan1 sira borik asit tuz ile karistirilarak dana ve koyun gibi hay-

vanlarin derilerine uygulanarak bakteri gelisimi ve boceklere karsi savunmada kullanilir.

3.5.1.2.7 Enerji Depolama

Borik asit binalarda tavan malzemesine ilave olarak konuldugunda giines 1sinlarini eme-

rek evlerin 1sinmasini saglayabilmektedir. Buna ilaveten bor, demir ve bazi toprak elementleri-
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nin kombinasyonu ile %70 enerji tasarrufu saglanmaktadir. Bu iiriin de bilgisayar disk siirticii-

lerinde, otomobillerde direk akim motorlarinda ve ev egyalarinda kullanilmaktadir.

35128 Tip

Kiiciik yanik ve kesiklerde antiseptik, sargilamada ve bakteri olusumunu engelleyici

ilaglarin yapisina katilir.

3.5.1.3 BORIK ASITIN KANSER HUCRELERINE ETKIiSI

Kanser son yillarda en fazla karsilagilan saglik sorunudur. Bu nedenle kanser hastalarina
yonelik tedavi aragtirmalar1 da hiz kazanmistir. Gerek klasik yontemlerin gelistirilmesi gerek-
se alternatif tip arastirmalari son hiz devam etmektedir. Giiniimiizde kanser tedavilerine yone-

lik alternatif tedavi aragtirmalarina da her gecen giin yenisi eklenmektedir.

Borik asitin insan sagligina bu kadar yararindan sonra kanser tedavilerinde nasil etki
edecegi iizerine ¢aligsmalar baglatilmistir. Bunun {izerine kanser tedavilerinde ilk olarak BNCT
(Boron neutron capture therapy) kullamilmistir. Bu tedavi yonteminde kanser hiicreleri hedef
alinmakta ve normal hiicrelere minimum zarar verdigi i¢in tercih sebebi olmaktadir. Boron not-
ron tedavisi boron-10 ile izotopunun alfa parcaciklari ve lityum-7 ile diisiik enerjili termal not-
ron ile 1s1maya tutuldugunda ortaya ¢ikan niikleer reaksiyona dayanir. Yiiksek gradeli glioma-

larda ve metastatik beyin tiimorlerinde kullanimi oldukca yaygindir [20].

Element halde bulunan neredeyse tamamini su ve yenilen bitkisel kaynakli yiyecekler-
den alinir ve gastrointestinal sistemde emilerek kana gecer ve kanda sirkiile olur [21]. Bu du-

rumda borik asitin viicuda herhangi zararl etkisi bu zamana kadar bulunmamaistir.

Son on yil i¢erisinde yapilan calismalarda da prostat kanserine kars1 kimyasal koruyu-
cu ajan oldugu desteklenmektedir. Gallardo-Williams ve arkadaglarinin 2004 yilinda yaptikla-
11 bir ¢alismada nude mice’lara prostat kanser hiicreleri verilerek prostat kanserli model olus-
turulmustur. Daha sonra tiimorler belirli biiyiikliige geldiginde borik asit uygulamasi yapilmis-

tir. Sonug olarak tiimor boyutunun % 25-38 oraninda kiiciildiigii gdzlenmistir. Bunun yanin-
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da plazma PSA (Prostate specific antigen) degerlerinde de %88 azalma ve IGF-1"in dokularda
konsantrasyonunun azaldig: tespit edilmistir [22]. Bunun iizerine 1987 yilinda Bone ve arka-
daglarinin yaptig1 calismada borik asitin serin proteaz aktivitesini inhibe ettigi ve PSA’nin ak-

tif bolgesine baglanarak inhibe ettigini gostermistir [23].

Kanser caligmalarinda aragtirilan borik asitin prostat ve akciger kanserlerine yakalanma

riskini azalttigi bulunmustur [24, 25].

Yine 2004 yilinda Barranco ve Echert’in yaptig1 bir ¢calismada borik asitin LNCaP ve
androjen bagimsiz prostat kanser hiicre hatlar1 olan DU145 VE PC3 hiicre hatlarinda prolife-

rasyonu, invazyonu ve migrasyonu da inhibe ettigi gosterilmistir [26, 27].

Yine yapilan bir calismaya gore kandaki borik asit miktarinin artmasi ile hiicre i¢i Ca sin-
yal ve depolanmasi azaltilir ve bunun sonucunda ise prostat kanseri yakalanma riski azalir. Bu

sonuca borik asit afinitesinin kiitle spekrometresi sonucu ulagmislardir [28].
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4. HUCRE SIKLUSU (HUCRE PROLIFERASYONU) VE HUCRE
BOLUNMESININ REGULASYONU

Hiicre dongiisiinii diizenleyen iki 6nemli mekanizma bulunmaktadir.
4.1 Siklinler

Canliligin ilk gostergesi bir hiicrenin boliinerek kendisine birebir benzeyen iki yeni hiicre
olusturmasi islemidir. Hiicreler bu boliinme iglemini G1, G2, S ve M fazlar1 olmak iizere 4 faz-
da gerceklestirir. Hiicre bir boliinme sinyali almazsa aktif bu fazlara girmez ve dinlenme fazi
dedigimiz GO evresinde beklerler. Hiicre boliinme sinyali aldiginda ‘signal transduction cas-
cade’ ad1 verilen mekanizma devreye girer ve bu mekanizma ya transkripsiyonu kontrol eden
bir substrati fosforiller ya da dogrudan transkripsiyonu modiile eder. Bdylece hiicre mitoza gir-
mis olur. Ama hiicreler birden boliinme islemi gerceklestiremez. Bu sebeple hiicreler boliinme-
den once bir hazirlik sathasi gecirirler. Bu hazirlik safthasinda hiicreler hacimce biiyiir ve bo-
liinme icin gerekli proteinler (6rn. Siklin) ve makromolekiiller (6rn. DNA) sentezlenir. Bu ha-
zirhik safhasia genel olarak interfaz denir. Interfaz kendi icinde G1, S ve G2 den olusur. G1
ve G2 kisaltmalar: ‘gap’ (ara, bosluk) sozciigiinden gelir. S fazit DNA sentezi fazim gosterir. M
faz1 artik mitozun yani boliinmenin oldugu fazdir. GO fazi ise siklus da yer almaz ama fazi ta-

mamladiktan sonra siklusdan ¢ikan hiicrelerin yer aldig1 fazdir.

Hiicre siklusu kendine 6zgii proteinlerle kontrol edilir. Bunlar siklinler, siklin-bagimli se-
rin/treonin protein kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz inhibit6rleridir (CDI). Siklinler (A,
B1, D ve E) dongii sirasinda bir taraftan yapilirken bir taraftan yikilirlar. Bu yapim ve yikim
iliskide oldugu CDK’larin aktivitelerinin diizenlenmesini saglar. Ciinkii CDK’lar tek baslarina
inaktif durumdalardir. Ancak siklin’e baglandiklar1 zaman aktif forma gecerler. CDI’ lar ise ya
siklinlere, ya CDK’ lara ya da siklin-CDK kompleksine baglanarak CDK’ larin aktivitelerini
inhibe eder. Siklinlerin seviyeleri transkripsiyon diizeyinde diizenlenir. Hangi tip siklinin han-

gi fazda sentez edilip hangi fazda yikildig1 asagidaki tabloda gosterilmistir.
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Tablo 5: Siklin cesitlerinin yapilma ve yikilma fazlari

Siklin D Baslama siklini

Mitojen ya da biiylime faktorleri ile eksprese olur bunlar uzaklastiginda yikilirlar

Siklin E G1/S faz1 sinirinda sentezlenir, hiicre S fazina girdiginde yikilir

Siklin A S faz1 boyunca sentez edilir, anafaz sirasinda yikilir.

Siklin B1 | S faz1 ge¢ donemde sentezlenir, G2 den M fazina gecerken max olur ve anafazda

yikilir.

4 3 Kontrol Noktalar1

Hiicrenin G1, S, G2, M fazlarindan gecerek kendi kopyasini olusturma islemi olan
proliferasyon sirasinda hiicre kontrol noktalar1 (check point) iizerinden kontrol edilir. Bu
kontrol noktalarinda bulunan genler sayesinde hiicre herhangi bir hasara ugramadan saglikl
hiicreler meydana getirir. Kontrol noktalarinda olusan herhangi bir bozukluk, hasarli DNA’ya
sahip hiicrenin kontrolden kagmasina ve kanserlesmeye varabilecek ilk adim1 atmig olmasina

sebep olabilir.

Hiicredeki kontrolsiiz ¢ogalmay1 baskilayan genler tiimor siipresor genlerdir. Proto-
onkogenler ise hiicre cogalmasi icin gerekli gen grubudur. Timor siipresor genler ve
onkogenlerin arasindaki denge ile hiicre kontrollii bir cogalma siirecinde olur. p53, RB1, p16,

p21 ve ING ailesi iy1 bilinen tiimor supresor genler arasindadir [29, 30].
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4.3.1 RB GENI (Retinoblastoma)
4.3.1.1 Gen lokalizasyonu

Retinoblastoma geni ilk tanimlanan bir tiimor supressor gendir. 1986 yilinda tanimlan-
mis ve klonlanmistir [31]. RB geni 13. kromozomun uzun kolu (13q14) iizerinde lokalize ol-

mustur.
4.3.1.2 Yap1 ve Fonksiyonu

Retinablastoma her hiicre tipinde eksprese edilir. Aktif formu hiicre siklusunda G1’den
S’e gecerken fren gorevi yapar. Yani hiicre siklusunda RB geni aktif oldugunda tiimor gelisimi
goriilmez [32]. RB hiicre boliinmesi ve farklilasmasinin kontroliinde anahtar bir role sahiptir.
Farklilasmasin1 tamamlamis, dinlenme fazindaki veya yaslh hiicrelerde RB geni eksprese edi-

lir ve defosforile halde bulunur.

Retinablastoma normal iglevi geregi hiicre dongiisiinii yani proliferasyonu G1 fazinin so-
nunda bulunan kontrol noktasinda durdurur. RB’nin hiicre proliferasyonunda bu durdurucu et-
kisini hiicrenin G1’den S fazina gecisini saglayan bir transkripsiyon faktorii ailesi olan E2F ai-
lesini baglayarak yani inaktiflestirerek gerceklestirir. Dolayisiyla E2F ailesinin inaktiflesme-
si sonucu hiicre bir sonraki S fazina gecemez ve dongii durur. Ama eger istirahat fazi olan GO
fazindaki bir hiicre boliinme sinyali almigsa RB’nin normalde G1 fazi siiresince hipofosforile
durumunda olan formu G1 fazimin sonuna dogru CDK’larin etkisi ile fosforillenir ve M fazina
kadar bu formda kalir. Dolayisiyla da fosforile durumdaki RB artik E2F transkripsiyon fakto-
riinli baglayamayacagindan E2F ailesi serbest kalir ve hiicre bir sonraki faz olan S fazina ge-

cer ve dongii devam eder.

4.3.1.3 Bas Boyun Kanserlerindeki Rolii

RB geni allelleri iizerinde olusan bir kayip ya da mutasyon akciger kanseri [33], meme

kanseri [34] ve mesane kanseri [35] gibi kanserlerde siklikla goriilmektedir.
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Yapilan bir caligmada pRB ekspresyonu immunohistokimya yontemi ile ¢alisilmis ve

pRB’nin ekspresyon kaybinin diisiik sagkalim ile iligkilendirildigi sonucuna varilmistir [36].

Bilindigi lizere human papilloma viriis bag boyun kanserlerinin etiyolojisinde dnemli
bir yer tutar. Bununla beraber yapilan bir calismada HPV pozitif olan bas boyun kanserlerinde

pRB ekspresyonu azalmistir [37].

4.3.2 p53 GENI
4.3.2.1 Gen lokalizasyonu

p53 geni 17. kromozomun kisa kolu (17p13) iizerinde yerlesmistir ve p53 mutasyonlari

insan kanserleri iizerinde en ¢ok calisilan mutasyonlardir.

4.3.2.2 Yap1 ve Fonksiyonu

393 amino asitten olusan, agirlig1 53kD olan bir tiimor supressor gendir. pS3 geni 11 ek-
zondan olugmaktadir. P53 geni DNA baglayict bolgesi ve transaktivasyon boliimii olan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre proliferasyonunu baskilayan diger genleri regiile eder ve apo-
pitozda rol aldig1 diisliniilmektedir. Normal islevini yapan p53 geni hiicre dongiisiinde G1/S
fazinda kontrol noktasinda gorev alir ve DNA’s1 zarar gormiis hiicrenin dongiiye devam etme-

sini engeller. Boylelikle yapisal olarak bozukluga sahip hiicrenin ¢cogalmasi engellenmis olur.

4.3.2.3 Bas Boyun Kanserlerindeki Rolii

p53 geni bag boyun kanserlerinde siklikla calisilan molekiiler markir bir gendir [38]. p53
mutasyonu ve protein ekspresyonu bas boyun kanseri hastalariin patogenezinde kargimiza ¢i-
kar [39]. Bas boyun kanserlerine ait hem tiimor dokularinda hem de hiicre kiiltiirii ¢aligmala-

rinda p53 genine ait delesyon ve mutasyonlar goriilmektedir [40-42].
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Yapilan bir ¢caligmada displazik lezyonlarda %45, insitu karsinomlarda %21,T1, 2, 3,4
olgularda %56-89 oraninda p53 mutasyonu bildirilmistir [43] Bas boyun kanserleri arasinda
oral kavite kanserlerinde p53 mutasyon orani digerlerine gore daha fazla oldugu yine bir ¢alig-
mada gosterilmistir [44]. P53 mutasyonu goriilen bas boyun kanserli olgularda pS3 mutasyo-
nu gostermeyenlere gore daha kisa siirede ve daha yiiksek oranda lokal rekiirrens gosterilmis-
tir [45]

Yapilan detayli arastirmalarda larinks kanseri vakalarinda p53’iin genel ortalama eks-
presyonu %351-80 arasinda degistigi gosterilmistir. Bu ¢calismada ayrica p53’lin malign trans-
formasyonun erken donemlerinde etkin oldugu ancak timor progresyonu, rekiirrensler ve ge-

nel siirvi iizerinde belirleyici rolii olmadigi ileri siiriilmektedir [46].

Ozofagus kanseri iizerine yapilan calismalarda 6zofagus kanseri hastalarin %57 sinde
pS3 mutasyonu bulunmustur [47]. Yine bu konu iizerinde yapilan bir calismada ise pS3 mutas-
yonu 6zofagus kanserinin erken evrelerinde tespit edildigi ve multifokal 6zofagus karsinoge-
nezinde 6zofagusun farkli bolgelerinde bagimsiz mutasyonlarin esas anahtar mekanizma oldu-

gu One stirtilmiistiir [48].

4.3.2 ING AILESI
4.3.2.1 Genel bilgiler

ING (inhibitor of growth) ailesi proteinleri iyi korunmus bir yapiya sahiptir. ING ailesi-
nin 5 iiyesi bulunmaktadir. Bunlar ING1, ING2, ING3, ING4 ve ING5’dir ve bunlarin yanin-
da bircok splicing varyant1 veya isoformlart bulunmaktadir [49]. ING ailesini iiyeleri apopto-
zis, hiicre dongiisii durdurma veya hiicre yaslanmasi sirasinda overeksprese olurlar. Bu bilgi-
ler 1s5181nda da bu ailenin proteinlerinin uzun siiredir tiimor supresor olduklart diisiiniilmektedir
[49]. Bir¢ok calismada ING gen ailesinin tiimor supresor 6zelligi gosterilmistir [50-54]. Ancak
son zamanlarda siRNA ve knockout fareler kullanilarak yapilan ¢caligmalar ING ailesi tiyeleri-
ni anlamada ilk sdylenen 6zelliklerin degistigini gostermistir. Yapilan analizler sonucu ING1

knockout fare kullanilarak yapilan bir ¢calismada da ING1’in apoptozisin etkisine karsi koru-
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yucu oldugu bildirilmistir [S5]. Son zamanlarda yapilan ¢calismalarda ING2 nin kolorektal kan-
serde overeksprese oldugu ve kolon kanserinde hiicre invazyonunu MMP13 bagimli yolak ile
indiikledigi gosterilmistir [56]. Yine yapilan bir ¢calismaya gore normal fibroblast hiicrelerin-
de ING2 geninin siRNA ile knockdown yapilmasi sonucu yaslanmay1 indiikledigi [57] ve bir-
cok hiicre hattinda apoptoz veya hiicre dongiisiinii durdurdugu gosterilmistir [58]. Bu bilgile-
re ek olarak ING4 ve INGS5 geni siRNA ile knockdown yapildiginda hiicre dongiisiinde G2/M
fazindan G1 fazina geciste ve DNA replikasyonu sirasinda bir inhibitor etki ettigi gosterilmis-
tir [59]. Boylelikle ING proteinlerinin hiicre dongiisii sirasinda dnemli rol oynadig1 desteklen-
mektedir. Biitlin bu caligmalar ING ailesi tiyelerin farkl hiicre ve kosullarda farkli davranabi-

lecegini gostermektedir.

Biitiin ING ailesi tiyeleri C terminalinde PHD (plant homeodomain), NLS (nuclear lo-
calization signal) ve fonksiyonu heniiz bilinmeyen NCR (novel conserved region) yapisi icer-

mektedir. PHD domaini kromatin tekrar modellenmesinde etki gosterir [60].

4.3.2.2 ING1 Geni Kanserdeki Roli

Ik olarak ING1 geni tiimor supressor gen olan p53 ile iliskilendirilerek tanimlandi [50].
INGI geni tamimlanana kadar yapilan deneyler fizyolojik olmayan in vitro ortamlarda denen-
migtir. Yapilan deneyler sonrasinda da goriilmiis ki ING1 geni overekspresyonu sonucu hiicre
homeostazisini bozmak, hiicre dongiisiinii durdurmaya onciiliik etmek, apoptoz ve senesense

sebep olmak gibi 6zellikler ortaya ¢ikarilmistir [61, 62].

INGI1 geni p47INGla, p33ING1b, p24INGlc, p27ING1d olmak iizere dort izoform kod-
lanmaktadir. Bunlardan normal dokuda en yaygin eksprese olan1 p33ING1b’ dir [63].

Yapilan bir ¢calismaya gore mesane kanseri hastalarinda diisiik sagkalim ile iliskilendiril-
mistir [64]. Yine onemli bir calismada ING1’in isoformu olan p33ING1b’nin overekspresyonu
sonucu pS3 ekspresyonunun suprese oldugu goriilmiistiir [65]. Son zamanlarda iki grup tara-
findan yapilan caligmalarda ise ING1 ve p53 geni arasinda iligki tespit edilememistir. Bu gru-

bun bulgular1 arasinda p33ING1b varyantinin 6zelligini kaybetmesi Bax geninin ekspresyonu-
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nu indiikledigi, DNA hasarini artirdig1, bununla birlikte apoptozun indiiklendigi bulunmakta-
dir [55, 66]. INGI geni 13. kromozomda(13q33-34) lokalizedir [67]. Bu bolgenin cesitli insan

tiimorleri gelisiminde ilisigi oldugu gosterilmigtir [68].

ING1 geni yapisinda mSin3-HDAC kompleksi, BRG-based SWI-SNF kompleksi ve
NuA4/Tip60 kompleksi bulunmaktadir [69]. Ayrica PCNA, GADD45, P53 ve DMAP1 gibi
cesitli proteinlerle iligkilendirilmistir [70]. Bir¢ok calismada gostermistir ki meme kanseri,
over kanseri, skuamoz hiicreli 6zofagus kanseri ve bas boyun kanserinde ING1 geninin eks-

presyonu azalmakta ya da mutasyona veya delesyona ugramaktadir [49].

4.3.2.3 ING3 Geni Kanserdeki Roli

ING3 geni bu ailenin ii¢iincii iiyesi olarak tanimlanmistir [71]. ING3 geninin ailenin di-
ger iiyelerine nazaran amino asit dizisi ve rolii en belirgin olanidir [72]. ING3 geni de ailenin
diger iiyeleri ile ayn1 domainlere sahiptir ancak ING3 geni aralarinda en biiyiik molekiiler agir-

l1ga sahip olan tiyedir.

ING3 geni 46.8 kDA protein kodlayan bir gendir. ING3 geninin p53 aracili transkripsi-
yonun modiilasyonu, hiicre dongiisii kontrolii ve apoptoz ile iligkili oldugu yapilan caligmalar-

la gosterilmistir [71].

RKO hiicrelerinde ING3 geninin ekspresyonu koloni olusumunu ve S fazindaki hiicre sa-

yisi azalttig1 gosterilmistir [73].

Yapilan bir calisma sonucu bas boyun kanseri ve cilt melonomasinda ING3 geninin
downregulasyonu ve hiicresel anormal lokalizasyonu rapor edilmistir [51, 74, 75]. ING3 geni
bu kanserlerde tiimor supresor ozellik gosterir. Melanom hiicrelerinde ING3 geninin agir1 eks-

presyonu UV kaynakli Fas/caspase-8 yolagi ile apoptozu indiikler [76].

ING3 geni NuA4/Tip60 HAT kompleksinin bir liyesi olarak ¢alisir. Bu kompleks de his-
ton H4 ve H2A N-terminal kuyrugunu asetiller ve H3K4 de diger tiyeler gibi baglanir [59].
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ING3 geninin mRNA seviyesindeki diisiis agresif bir bag boyun kanserini gosterebilir.
Kotii huylu tiimorlerde ING3’iin niikleer ekspresyonu azalir ve bagimsiz bir prognostik faktor

olabilir [52].

Skuamoz hiicreli bag boyun kanseri ile yapilan calismalarda ING3 genini mRNA sevi-
yesinde %50-76 oraninda diisiis goriilmektedir. Gunduz ve arkadaglarinin yapmis olduklar: bir
calismada ise ING3 mRNA seviyesindeki diisiisiin yiiksek mortalite ile iligkili oldugu goste-
rilmistir [74].



23

5. MATERYAL VE METODLAR

Deneylerde UT-SCC-6A, 6B, 9A, 16A, 16B, 24A, 54A, 74A VE 74B skuamoz hiicreli
bas boyun kanseri hiicre hatlart kullanildi. Turku tiniversitesinden gelen hiicrelerimiz labora-
tuvarimiza kazandirildi. Hiicrelerinin temini konusunda yardimini esirgemeyen Prof. Dr. Rei-
der Grenman’a tegekkiirlerimizi sunariz. Bu hiicrelerin bazi 6zellikleri asagidaki tabloda 6zet-
lenmistir. Hiicrelerin kiiltiirliniin yapilabilmesi icin ticari DMEM/High Glucose medyumu kul-
lanildi.

Tablo 6: Bas boyun kanseri hiicre hatlar1 6zellikleri

Hiicre hatti Cinsiyet | Yas | Alinan Bolge TNM Tip Grade
UT-SCC-6A |Bayan |51 |supraglottik larinks | T,N,M, Elr]frne‘;rs e
UT-SCC-6B | Bayan 51 6 nolu hat metastazi TN M, Metastaz Gl
UT-SCC-16A | Bayan 77 Dil TNM, Primer G3
UT-SCC-16B | Bayan 77 16 nolu hat metastazi | T,N M, Metastaz G3
UT-SCC-60A | Erkek 59 tonsil TN M, Primer Gl
UT-SCC-60B | Erkek 59 60 nolu hat metastazi | T,N M, metastaz Gl
UT-SCC-74A | Erkek 31 Dil TN M, Primer G1-G2
UT-SCC-74B | Erkek 31 74 nolu hat metastazi N2 Metastaz G2
UT-SCC-54B |F Oral kavite metastaz T2NOMO Metastaz

UTSCC-9 M 81 Dil T2N1MO Primer Gl
UTSCC-24A |M 41 Dil T2N1MO Primer G2

5.1 Hiicre kiiltiirii protokolii

500 ML DMEM/High Glukoz (HY-SH30243.01) medyumun icerisine: 50 mL FBS
(Wisent- 080110 veya HY- CH30160.02), SmL penisilin/streptomisin (HY-SV30010), 4 mL
L-Glutamin (Wisent-609-065-ZL) ve 0,5mL Plasmosin (ant-mpt (Invivogen) eklenerek kulla-
nima hazir hale getirildi. Calismaya baslamadan yarim saat 6nce kabinin UV 15181 acilarak ka-
bin sterilize edildi. Kabin, calisma 6ncesinde % 70’lik alkol ile temizlendi. Once ates yakildi,

daha sonra havalandirma acildi. Her ¢alisma bitiminde ¢op kovasi bosaltilarak tibbi atia atildi
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5.1.1 Hiicre ekim islemleri

e [sitic1 37°C’ye ayarlandi.

*Stok hiicreler alinarak 37 °C’deki 1siticida 2 dakika bekletildi.

* Cryovial tiiplerin etraf1 alkol ile temizlenip, kapak o sekilde agildi.

* 8ml medyum konan falkon tiipiiniin i¢ine stok soliisyonu i¢indeki hiicreler bogaltildi.
* 125xg de 6 dk santrifiij edildi.e Siipernatant atildi.

* Hiicrelerin iizerine 12 mL. medyum konuldu. Kag tane dish’e ekim yapilacaksa ona gore

hiicrelerin tizerine medyum eklendi (1 dish i¢in 2 mL olacak sekilde).e

* Pipetaj yapilarak hiicreler ¢6ziildii ve 12 mL medyum bulunan dishlerin icerisine 2 mL

hiicre eklendi, karigtirlldi ve 37°C % 5 CO,’lik etiive konuldu.
* Ekilen hiicreler inkiibatore konuldu.
5.1.2 Medyum Degisimi
* Medyum 37 °C’de 1sitild1.
* Dish’deki medyum bosaltild:.
* 10 mL medyum eklenip ve etiive konuldu.
* 2-3 giinde bir medyum degistirildi.
5.1.3Harvest Islemi
* Flasktaki medyum bosaltild1.
* Flaska 10 ml 1xPBS ilave edilerek varsa 6lii hiicreler uzaklagtirildi.

* 1.5 mL tripsin-EDTA (HY-SV30031.01) eklenip, etiive konuldu, hiicrelerin kalkmasi
saglandi (Tripsin-EDTA 1s1yla aktivitesi artan bir kimyasaldir.)

* 8.5 mL medyum eklenip, pipetaj yapilarak falkon tiipe aktarildi.
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* 1100 rpm’de 25 °C’de 6 dk. santrifiij yapildi.
» Siipernatant atild1 ve medyum eklendi, tekrar santrifiij edildi.

* Medyumun tamamu hiicrelere zarar vermeden dikkatlice ¢ekildi.» Medyumda hiicreler

¢Oziiliip esit bir sekilde hiicre kiiltiir tabaklarina (well=kuyucuk) tekrar ekildi.
5.1.4 Hiicre sayimi
1. 100 ul Tryphan Blue, 100 ul hiicre 6rnegi ile karistirildi.
2. Hemositometre yardimai ile toplam hiicre sayis1 elde edildi.
3. Hemositometrede 5 alan sayild1 ve konsantrasyon asagidaki formiile gore hesaplandi.

Konsantrasyon (hiicre/ml) = (Toplam yasayan hiicre sayisi/5)*Seyreltme Faktorti*10*

4.96 well plate’e her well de 50.000 ya da 100.000 hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi.




26

96 Well Plate Dizayni:
Istenilen yogunluga ulasan iki hiicre hatt1 her well de 50.000 veya 100.000 hiicre olacak
sekilde 96 well plate’e ekildi. Plate dizayni agagidaki gibidir. }
X } 50.000
} 100.000
% 50.000
100.000
Y HUCRE

5.1.5 Bor Muamelesi:

* Ticari olarak satin alinan borik asit DMSO igerisinde coziilerek son konsantrasyon
100mg/ml olacak sekilde stok soliisyonu hazirlandi.(10mL DMSO igerisinde 1gr borik asit
coziildii.)

* Her hiicre borik asitin farkli konsantrasyonu (200 pg/ml, 400 ug/ml, 600 pg/ml, 800 ug
/ml, 1000 pg/ml, 1200 pg/ml, 1400 pg/ml, 1600 pg/ml, 1800 pg/ml) ile muamele edildi ve her
deney 3-4 kopya ile gerceklestirildi.

* Borik asit uygulanmasindan sonra hiicreler 24 saat 37°C, %35 CO, igeren inkiibatorde

bekletildi.
* Daha sonra XTT islemine gec¢ildi.
5.1.6 XTT Assay
Cell proliferation kit kullanilarak XTT assay yapildi (ROCHE, Cat. No 11 465 015 001)

* 5 ml “XTT labelING reagent” 0.1 ml “electron coupling reagent” ile karigtiritlarak XTT
assay i¢in gerekli karisim hazirlandi. Hiicreler iigerli gruplar halinde 96 well plate’in kuyucuk-

larina ekildi.
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* 96 well plate’in her bir kuyucuguna 50 ul bu karisimdan konularak 4, 6, 8, 12, 24 saat
inkiibe edildi.

* Absorbans degerleri 490 nm de ELISA okuyucu ile okundu.

* Bu iglem farkli zamanlarda olmak iizere iki kez yapildi

5.2 TRIZOL ile hiicreden RNA izolasyonu

Her hiicre hatt1 i¢cin XTT yontemi ile dozlar ve saatler belirlendikten sonra hiicrelere uy-

guland1 ve asagidaki protokol takip edilerek RNA izolasyonu yapildi.
1. Medyum bosaltildi.
2. 1XPBS’le (2 mL) iki kez yikandi.
3. Her bir tabaga 1 mL TRIZOL(Invitrogen, Cat. No.15596-026) ilave edilir. Pipet ucuy-

la iyice kazindi.
4.2 mL’lik ependorf tiiplere alindi.
5. 200 pL kloroform (Merck, 102431) eklendi ve renk degisene kadar 2-3 dk sallandi.
6. 12.000xg’de 15 dk +4 °C’de santrifiij yapildi.
7. Ustteki seffaf kisim (siipernatant) yeni ependorf tiipe aktarildi.

8. 500 pL 2-propanol (Merck, cat. No.100995) eklendi. Sallanarak karistirild1 ve oda si-
cakliginda 10 dk inkiibe edildi.

9.12.000xg’de 10 dk +4 °C’de santrifiij yapildi.

10. Siipernatant RNA’ya zarar vermeden dikkatlice atildi. % 75’lik etanolden (Merck,
cat. No. 100993) 1000 pL eklendi. Hafifce sallandi.

11.7500 xg’de 5 dk +4 °C’de santrifiij yapildi.

12. Siipernatant atild1 ve alkoliin uzaklagmasi icin 10-15 dk oda sicakliginda kapaklari
acik olarak bekletildi.

13.100-200 pL PCR-grade DEPC (Invitrogen, 46-2224) su eklenerek RNA pipetejla ¢o-

zildii.

14. RNA bir sonraki deney icin hazir hale getirildi.
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5.3 cDNA Protokolii

* Tiim RNA’lar sabit bir sayiya esitlendi (0,5-1-2-3-4 ug gibi)

* Hesaplama islemi sdyle yapildi;

Ornegin izole ettiginiz RNA degeri X=274,2 ng/ul olsun. Bunu 1 g ma esitlemek isti-

yorsaniz,

2742 ng=0274 ug

(0,274’1 neyle carparsam 1’e esitlenir diye hesap yapilir)

0,274 x 3,65 =1,0001 g

3,65 ul = alinacak RN A miktari

* Hesaplamalar1 yaptiktan sonra ¢alismaya gecildi.

1.

5.

Ornek sayis1 kadar 1,5 ml’lik ependorf  tiip ¢ikartildi.
Her tiipe ayr1 ayr1 1ul oligo(dT),, primer konuldu.
Her bir 6rnek icin hesaplanan miktarda RNA sirasiyla ependorf tiiplere konuldu.

Her bir 6rnek icin hesaplanan miktarda su (kitin icinde mevcut) sirasiyla ependorf
tiiplere konuldu (6rnegin RNA 2ul ise 11u1’ye tamamlayacak sekilde yani 9ul su

tiiplere konur).

Ayri bir temiz ependorf tiipiin i¢inde agagidaki oranlarda mix hazirlandi.

Bir ornek i¢in hazirlanacak miktarlar (6rnek sayistyla ¢arpilarak mix hazirlanir).

* 5X Reaction Buffer 4ul
* Ribolock™ RNase Inhibitor(20 u/ul) 1ul
* 10mM DNTP Mix 2ul

* RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase(200 u/u1) 1ul

6.

Hazirlanan mix Ornek tiiplerinin iistiine 8ul olacak sekilde dagitildi.

Toplam voliim 20 ul olacak (12 6nceden vardi 8 ul mix ekledik toplam 20 u1 oldu).
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7. 42 °C 60 dk inkiibasyona birakildi. Sonra 70°C de 5 dk bekletildi. Spin attirild.

8. Elde elden cDNA lar -70 derecede saklandi.

5.4 Beta aktin, P53, RB, ING1 VE ING3 Primerlerinin hazirlanmasi

Beta actin ve Ing 3 geni i¢in kullanilan primerler i¢cin makale taramas1 yapilarak daha
once yapilan bir ¢alismadan alinmistir [74]. Ing 1, p53 ve rb geni i¢in primerler ekspresyon ca-
lismasinda kullanilmak tizere NCBI Primer designing tool programi kullanilarak dizayn edil-

misgtir. Asagidaki tabloda kullanilan primerlerin sekanslari gdsterilmistir.

Tablo 7. Kullanilan primerlerin sekanslari

GEN ADI PRIMER

[-aktin FORWARD | GGCCAACCGCGAGAAGATGAC
REVERSE | GCTCGTAGCTCTTCTCCAGGG

ING3 FORWARD | CAGCCTCTTCTAACAATGCCTA
REVERSE |CTTCATCAAACAAAAGGACCACC

ING1 FORWARD | AGTTTCAGGCCGCATCTCTG
REVERSE | CTCCTGGCTGCGGATCA

RB FORWARD | AACATCTCCCAGGAGAGTCCA
REVERSE | CCAAGGTCCTGAGATCCTCATT

P53 FORWARD | TTTAAGGTTTTTACTGTGAGGGATG
REVERSE | GCATTTCACAGATATGGGCCTTG

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda 1xTE (Tris-EDTA)
eklenerek 100 pmol/mL’lik stok cozeltiler hazirlanir. PCR isleminde kullanilmak iizere stoktan

20 pL aliarak 80 pL I1xTE tamponu eklenir.

5.5 Gradiyent PCR

Real-time PCR da kullanilacak olan primerlerimizin ¢aligma sicakligini bulmak i¢in asa-

g1daki soliisyonlar ve program kullanilarak gradiyent PCR yapildi.
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Tablo 8: Pcr soliisyonlar: kullanim miktarlari

SOLUSYONLAR MIKTAR
NH4 BUFFER 2,5uL
MgClI 2,5ulL
dNTP 0.,5uL
PRIMER (REVERSE) 0,5uL
PRIMER (FORWARD) 0,5uL
TAQ POLIMERAZ 0,2uL
NUCLEASE FREE WATER | 16,3uL

Gradiyent PCR yapmak i¢in belirlenen B-ACTIN, ING1,ING3, P53 VE RBI1 genleri i¢in

belirlenen program kosullar1 su sekildedir:

Tablo 9: Pcr kosullari

INITIAL DENATURATION | 95°C 5dk Icycle
DENATURATION 95°C 30sn

5 3 -
ANNELING 67°C 30sn |32 cycle
EXTENSION 72°C 1dk
FINAL EXTENSION 72°C 5dk Icycle

5.6 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonrasi istenen bolgenin amplifiye olup olmadigini kontrol etmek i¢in %2’lik aga-

roz jelde PCR iirtinleri yiirtitildii.

100mL 1XxTAE (Tris/Asetik Asit /EDTA) tamponunun i¢ine
2 gr agaroz (Invitrogen kat no: 16500-100g) konuldu.
Mikrodalga firinda homojen olana kadar tutuldu.

1.2pL ethidium bromide (Merck, 11608.0030) ilave edildikten sonra jel kaliba dokii-

lerek donmaya birakildi.
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PCR iirtinlerinden SuL alarak 1pL 6xLoadING dye(Thermo, #R0611) ile karistiri-
lip kuyucuklara yiiklendi.

Jel, 110 V’de yaklasik 15-20 dk. yiiriitiildiikten sonra UV transliminatérde goriintii-

lendi.

5.7 Jel Ekstraksiyonu

Quick Gel Extraction Kit (Qiagen, cat. No 28704) ile yapildi.

Jel ekstraksiyonu yapilacak PCR iiriinleri (20uL) yeni hazirlanmig taze kalin tarakli
jele yiiklendi.

Dimerlerin uzaklagmasi icin miimkiin olan en uzun siire yiiriitiildii.
Karanlik odada bantlara bakilip, hangisinin alinacagina karar verildi.
DNA bantlar1 bant kesici (extractor) ile dikkatlice alinda.

Kesilen jel parcasi tartilip ependorf tiipe aktarildi.

Ornegin; 1 Jel 40 mg = 40uL hesabina gore kac kuyucuk kesildi ise 2 ya da 3 oranda
2x40, 3x40 diistiniildii.

40x ornek sayist kadar QG tamponu eklendi (QIAGEN).
50 °C de 10 dk. inkiibasyona birakildi.

Jel parcalar1 tamamen eriyene kadar 2-3 dakikada bir vortex yapildi (Jel parcalari eri-
dikten sonra tamponun rengi sar1 olmali, eger turuncu ya da mor renk olusursa renk

sar1 olana kadar 10pL 3M sodyum asetat eklenir.).

Stipernatant mor kapakli spin kolona aktarildi ve 13.000 rpm’de 1dk. santrifiij edil-
di.

Alttaki toplama tiipii bosaltilip tekrar takildi.

Icindeki alkoliin tamamen uzaklasmast icin bos olarak tekrar santrifiij yapildi.

Spin kolon yeni ependorf tiipe oturtuldu. Toplama tiipleri atild.

30uL EB buffer (QIAGEN) eklendi. 4dk. oda sicakliginda bekletildi.

13.000 rpm’de 1dk. santrifiijlendi. DNA degeri spektrofotometrede okutuldu.
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5.8 Real-time PCR icin Standartlarin Hazirlanmasi
Jel ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan standart hazirlandi.

Primere ait jel ekstraksiyonu yaptiktan sonra spektrofotometrede konsantrasyon ve kali-

te Ol¢iimii yapildi.
ORNEK:

Beta Aktin geninin jel ekstraksiyon sonucu:

6ng/ul P 6000pg i 60 KAT
59 ul ddH20 1ul DNA

Seklinde hesaplama ile sulandirma katsayis1 bulundu. Ve asagida verilen miktarlarda seri

diliisyon yapildi.

10ul stdl 10ul std2 10ul std3 10ul std4 10ul std5 10ul stde 10ul std7

Standart 1 Standart?  Standart3 Standartd  Standartd  Standarté Standart7
Tl DNA 90ul 90ul 90ul S0ul S0ul S0ul

ddH20 ddH20 ddH20 ddH20 ddH20 ddH20
118ul ddH20

Seklinde sulandirma yapilarak standartlar calismaya hazir hale getirildi.



33

5.9.Real-time PCR

Real-time PCR’da kullanilan syber green 1siktan etkilendigi i¢in caligma alam karanlik

olmali, metal bloklarda ve asagidaki miktarlarda (bir 6rnek i¢in) caligilmalidir.

Tablo 10: Real-time pcr kosullar

BILESENLER MIKTAR
Primer (forward) 0.5ul
Primer (reverse) 0.5ul
cDNA 2.5l
Cyber Green Master mix 12.5ul
Niikleaz-free su 9ul
TOPLAM 251l

Real Time PCR’da cihaza ¢aligilan gene gore program girildi.

Denatiirasyon icin 15 94 °C,

Annealing 30 (her gen i¢in normal PCR’daki ¢alisma sicakliginin 2°C alt1 secildi).
Extention 30 72 °C, cycle ¢alismaya gore 45 secildi.

Ayni sekilde houskeeping gen olan 3-aktin ile normalize edildi.

Real time ¢aligmalarinda her bir hiicre hatti iicerli gruplar halinde ve iki farkli zamanda
calisilmistir. Analizde okunan P53, RB, ING1, ING3 ve [-aktin degerleri excel programinda
yerlestirilip bu caligmalar sonunda degerlerin oranlamalari, ortalama degerleri hesaplanip eks-

presyon degisimi incelendi.
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6. BULGULAR

6.1 Deneylerde UT-SCC-6A, 6B, 9A, 16A, 16B, 24A, 54A, 74A VE 74B skuamoz hiic-
reli bas boyun kanseri hiicre hatlari kullanildi. Tlk olarak her bir hiicre hattinda toksik borik asit
dozu XTT assay ile belirlendi. Deneyler yapilirken her bir hiicre hatt1 i¢in {i¢lii gruplar tasarlan-
d1 ve caligsma iki ayr1 zamanda iiclii gruplar seklinde caligmalar yapildi. Bu ¢calismalarin sonug-
larinin ortalamasi alinarak istatiksel veriler elde edilmistir. UT-SCC 6A hiicre hattinda en et-
kin doz 1000ug/ml (Grafik 1) bulunurken, UT-SCC 6B hiicre hattinda en etkin doz 1800ug/ml
(Grafik 2) bulunmusgtur. UT-SCC 16A hiicre hattinda en etkin doz 800ug/ml (Grafik 3) bulunur-
ken UT-SCC 16B hiicre hattinda en etkin doz 1000ug/ml (Grafik 4) bulunmustur. Bu sonuglar-
da ayni hiicreye ait olan primer ve metastaz yapida hiicre hatlarinin borik aitse verdigi tepkinin
farklil1g1 ortaya konmustur. UT-SCC 24A hiicre hattinda en etkin doz 1600ug/ml (Grafik 5),
UT-SCC 54C hiicre hattinda en etkin doz 1800ug/ml (Grafik 6), UT-SCC 74A hiicre hattinda
en etkin doz 800ug/ml (Grafik 7), UT-SCC 74B hiicre hattinda en etkin doz 800ug/ml (Grafik
8) ve UT-SCC 9A hiicre hattinda en etkin doz 800ug/ml (Grafik 9) olarak bulunmustur. Hiic-

relere ait proliferasyon grafikleri asagida verilmistir.

3.5
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KONTROL  200ug/ml  400ug/ml  600ug/ml  800ug/ml 1000ug/ml

Grafik 1: UT-SCC-6A hiicre hattina sahip proliferasyon grafigi sonucunda farkli dozlar-
da borik asit miktarlar1 verilerek hiicrede degisen canli hiicre sayilar1 gosterilmistir. Bu deney

sonucu etkin doz olarak 1000ug/ml’ye karar verilmistir. Kontrol ve 1000ug/ml borik asit veri-
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len gruplar arasinda fark anlamli olup olmadigr Mann Whitney U testi ile incelenmis ve p de-
geri 0,05”den kiiciik bulunmustur. Istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U

testi ile yapildi. P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.

-

Grafik 2: UT-SCC-6B hiicre hattina sahip proliferasyon grafigi sonucunda farkli dozlar-
da borik asit miktarlar1 verilerek hiicrede degisen canli hiicre sayilar1 gdsterilmistir. Bu deney
sonucu etkin doz olarak 1800ug/ml’ye karar verilmistir. Kontrol ve 1800ug/ml borik asit veri-
len gruplar arasinda fark anlamli olup olmadig1 Mann Whitney U testi ile incelenmistir. p de-
geri 0,05den kiiciik bulunmustur. Istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U

testi ile yapildi. P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.
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Grafik 3: UT-SCC-16A hiicre hattina sahip proliferasyon grafigi sonucunda farkli dozlar-
da borik asit miktarlar1 verilerek hiicrede degisen canli hiicre sayilar1 gdsterilmistir. Bu deney
sonucu etkin doz olarak 800ug/ml’ye karar verilmistir. Kontrol ve 800ug/ml borik asit verilen
gruplar arasinda fark anlamli olup olmadigr Mann Whitney U testi ile incelenmigtir. p degeri
0,05°den kiiciik bulunmustur. Istatistik analizleri SPSS 21.0 yazilimimda Mann-Whitney U tes-

ti ile yapildi. P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.

4

35

3 -

25 -
2
1.5 -
1 -
0.5 -
0 - T T T T T

KONTROL  200ug/ml  400ug/ml  600ug/ml  800ug/ml 1000ug/ml

Grafik 4: UT-SCC-16B hiicre hattina sahip proliferasyon grafigi sonucunda farkli dozlar-
da borik asit miktarlart verilerek hiicrede degisen canli hiicre sayilar1 gosterilmistir. Bu deney
sonucu etkin doz olarak 1000ug/ml’ye karar verilmistir. Kontrol ve 1000ug/ml borik asit veri-
len gruplar arasinda fark anlamli olup olmadig1 Mann Whitney U testi ile incelenmistir. p de-
geri 0,05den kiiciik bulunmustur. Istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U

testi ile yapildi. P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.
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Grafik 5: UT-SCC-24A hiicre hattina sahip proliferasyon grafigi sonucunda farkli dozlar-
da borik asit miktarlar1 verilerek hiicrede degisen canli hiicre sayilar1 gosterilmistir. Bu deney
sonucu etkin doz olarak 1600ug/ml’ye karar verilmistir. Kontrol ve 1600ug/ml borik asit veri-
len gruplar arasinda fark anlamli olup olmadigi Mann Whitney U testi ile incelenmistir. p de-
geri 0,05’ den kii¢iik bulunmustur. Istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U

testi ile yapildi. P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.
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Grafik 6: UT-SCC-54C hiicre hattina sahip proliferasyon grafigi sonucunda farkli dozlar-
da borik asit miktarlar1 verilerek hiicrede degisen canli hiicre sayilar1 gosterilmistir. Bu deney
sonucu etkin doz olarak 1800ug/ml’ye karar verilmistir. Kontrol ve 1800ug/ml borik asit veri-
len gruplar arasinda fark anlamli olup olmadig1 Mann Whitney U testi ile incelenmistir. p de-
geri 0,05°den kii¢iik bulunmustur. Istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U

testi ile yapildi. P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.
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Grafik 7: UT-SCC-74A hiicre hattina sahip proliferasyon grafigi sonucunda farkli dozlar-
da borik asit miktarlar1 verilerek hiicrede degisen canli hiicre sayilar1 gosterilmistir. Bu deney
sonucu etkin doz olarak 800ug/ml’ye karar verilmistir. Kontrol ve 800ug/ml borik asit verilen
gruplar arasinda fark anlamli olup olmadigi Mann Whitney U testi ile incelenmistir. p degeri
0,05’den kiiciik bulunmustur. Istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U tes-

ti ile yapildi. P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.
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Grafik 8: UT-SCC-74B hiicre hattina sahip proliferasyon grafigi sonucunda farkli dozlar-
da borik asit miktarlar1 verilerek hiicrede degisen canli hiicre sayilar1 gosterilmistir. Bu deney
sonucu etkin doz olarak 800ug/ml’ye karar verilmistir. Kontrol ve 800ug/ml borik asit verilen
gruplar arasinda fark anlamli olup olmadig1 Mann Whitney U testi ile incelenmistir. p degeri
0.,05’den kiiciik bulunmustur. Istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U tes-
ti ile yapildi. P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.
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Grafik 9: UT-SCC-9A hiicre hattina sahip proliferasyon grafigi sonucunda farkli dozlar-
da borik asit miktarlar1 verilerek hiicrede degisen canli hiicre sayilar1 gosterilmistir. Bu deney
sonucu etkin doz olarak 800ug/ml’ye karar verilmistir. Kontrol ve 800ug/ml borik asit verilen
gruplar arasinda fark anlamli olup olmadigr Mann Whitney U testi ile incelenmistir. p degeri
0,05°den kiiciik bulunmustur. Istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U tes-

ti ile yapildi. P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.
6.2 Gradiyent PCR bulgular1

Beta actin, p53, Rbl, Ingl ve Ing3 genleri icin 54°C ile 68°C arasindaki sicakliklarda
gardiyent PCR kuruldu. Gradiyent PCR sonrast iiriinler jele yiiklenerek bant goriintiileri elde
edildi.

50BP 53°C $6°C 60°C B2'C 84'C -K S0BP 60°C 62'C 64°C 86°C 67'C -K

Date: 12 Misan 2013 Cuma

Resim 1:P53,ING3 ve ING 1 geni icin Gradiyent PCR agaroz jel goriintiisii sonucu p53
geni i¢in ¢aligma sicakligi 60°C, ING3 geni icin 62°C’ye ve ING 1 geni icin calisma sicakli-
&1 60°C karar verildi.

Resim 2: Beta Aktin ve RB1 geni i¢in Gradiyent PCR agaroz jel goriintiisii sonucu Beta

Aktin geni i¢in ¢aligma sicaklig1 60°C ve RB1 geni icin 62°C ye karar verildi.
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6.3 Real-time PCR sonuclar 1

6.3.1 P53 geni icin ekspresyon sonuclari

Bas Boyun Kanserinde Borik Asit Uygulamasindan
Sonra P53 Gen Ekspresyon Diizeyleri
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Grafik 10: UT-SCC-9A, 16A, 16B, 74A, 74B, 6A, 6B, 54C ve 24 A hiicre hatlarinda p53
ekspresyon grafigi sonucu UT-SCC-9A hiicre hattinda herhangi bir ekspresyon degisimi go-
riilmezken UT-SCC 54C hiicre hattinda ekspresyon artig1 goriilmektedir. Bunun yaninda diger
hiicre hatlar1 olan UT-SCC-16A, 16B, 74A, 74B, 6A, 6B, ve 24A hiicre hatlarinda P53 geni
ekspresyon azalis1 gbzlenmektedir. Bu sonuclarin icinde UT-SCC 16A ve 74A hiicre hatlarinda
p=0.03 bulundu. istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U testi ile yapildi.

P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.

6.3.2 RB geni i¢in ekspresyon sonuglari

Bas Boyun Kanserinde Borik Asit Uygulamasindan
Sonra RB Gen Ekspresyon Diizeyleri
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Grafik 11: UT-SCC-9A, 16A, 16B, 74A, 74B, 6A, 6B, 54C ve 24 A hiicre hatlarinda eks-
presyon grafigi sonucu RB 1 geni ekspresyon azalis1 gozlenmektedir. Bu sonuglarin i¢inde ise
UT-SCC-6A, 54C ve 24A hiicre hatlarmda p=0.01 bulundu. Istatistik analizleri SPSS 21.0 ya-
ziliminda Mann-Whitney U testi ile yapildi. P<0.05 olarak bulunan degerler anlamli sonug ola-

rak kabul edildi.

6.3.3 ING3 geni ekspresyon sonuclari

Bas Boyun Kanserinde Borik Asit Uygulamasindan
Sonra ING 3 Gen Ekspresyon Diizeyleri
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Grafik 12: UT-SCC-16A, 16B, 74A, 6A, 6B, 54C ve hiicre hatlarinda ekspresyon grafigi
sonucu ING3 geni ekspresyon azaligt gozlenirken UT-SCC-9A, 24 A ve 74B hiicre hatlarinda
ekspresyon artigt goriilmektedir. Bu sonuglarin i¢inde ise UT-SCC-54C hiicre hattinda p=0.04
bulundu. Istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U testi ile yapildi. P<0.05

olarak bulunan degerler anlamli sonug olarak kabul edildi.

6.3.4 ING1 geni ekspresyon sonuclari

Bas Boyun Kanserinde Borik Asit Uygulamasindan
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Grafik 13: UT-SCC-9A, 16A, 16B, 74A,74B, 6A, 6B, 54C ve 24 A hiicre hatlarinda eks-
presyon grafigi sonucu ING1 geni ekspresyon azalisi gozlenmektedir. Aksine UT-SCC 24A
hiicre hattinda ise bir ekspresyon artis1 gdzlenmektedir. Ama istatistiksel olarak anlamli bir
sonug teskil etmemektedir. Bu sonuglarin i¢cinde ise UT-SCC-16B ve 54C hiicre hatlarinda
p=0.04 bulundu. Istatistik analizleri SPSS 21.0 yaziliminda Mann-Whitney U testi ile yapildi.

P<0.05 olarak bulunan degerler anlaml1 sonug olarak kabul edildi.



43

7. TARTISMA

Ust solunum yolu kanserleri arasinda larinks, 6zofagus, farinks, ag1z ve burun boslugu
kanserleri bulunur. Bag boyun kanserleri en sik goriilen kanser tiirleri arasinda 6. sirada yer
almaktadir [77]. Amerika Birlesik Devletlerinde tiroid hari¢ tutuldugunda erkeklerde taninan
tiim malignansilerin % 8.5, kadinlarda da % 3,2’sini olusturduklar1 bildirilmektedir. Yine bu
tilkede her y1l 45.000 dolayinda yeni vaka gozlendigi, bag boyun kanserlerinden 6liimlerin ise
her yil 12.000 civarinda oldugu rapor edilmektedir [2]. Risk faktorleri arasinda cevre ve yasam
sekli 6nemli yer tutar. Alkol ve sigara kullanimi basta olmak tizere buhar, duman ve irritan
maddelere maruziyet etiyolojisinde 6nemli rol oynar. Uzun siireli giines 1s181na maruziyet
dudak kanseri i¢in risk faktoriidiir. Uzun siireli radyasyon maruziyet sonucu ise tiroid kanseri
icin ciddi risk olusturur. Semptomlari arasinda ise boyun bolgesinde olusan kitle, agr1, agizdan

kan gelmesi, nefeste kotii koku, siniislerin tikanmasi, dilde yara olusumu gosterilebilir.

Bas boyun kanserlerinin biyolojik davranig1 agresiftir. Doktor muayenesi sonucu hasta
hikayesinde bag boyun kanseri olan bir hastada ilk bes y1l i¢inde ikinci bag boyun kanseri gelis-
tirme olasilig1 ¢ok yiiksektir [78]. Bas boyun kanserlerinin %90’nin1 skuamoz hiicreli bag bo-
yun kanserleri olusturur [9]. Tedavi ve cerrahinin gelismesine ragmen son 40 yilda 6liim ora-
ninda hicbir iyilesme goriilmemektedir [10]. Ileri evre hastalik goriilen kisilerde iki y1l icerisin-
de %50-60 oraninda bolgesel niiks ve %20-30 oraninda uzak metastaz goriilmektedir [11]Bas
boyun kanserlerinin %60-70 oraninda erken tanit konulamamaktadir. Tedavide ise standart ola-

rak cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi uygulanmaktadir.

Kanser tedavilerinde kullanilan radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi yontemler genellikle
tam tedavi saglamamaktadir. Ustelik 5 y1l icinde tekrar goriilme siklig1 oldukca fazladir ve kan-
ser tiirleri arasinda degisiklik gosterir. Mevcut tedavilerin yeterli olmayig1 bilim adamlar alter-

natif tedavi ya da daha etkili tedavi yollarin1 bulmaya tesvik etmektedir.

Alternatif tedavi yontemleri arastirilirken dikkat edilen en 6nemli noktalardan biri potan-
siyel tedavinin sagliklt hiicrelere herhangi bir zararl etkisi olmamalidir. Borik asit de bu alter-

natif tedaviye aday olabilecek bir kimyasaldir.
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Borik asit periyodik cetvelin 5. elementi ve 3A grubu igerisinde tek ametaldir. Ham mad-
desi borakstir ve boraksin en genis kaynaklar1 Tiirkiye’de bulunmaktadir. Bor minerallerinden
biridir. Bor cam sanayisinden seramik yapimina, tarim uygulamalarindan temizlik {riinlerine
kadar bircok alanda kullanilmaktadir. Yapilan caligmalarda borun kemik [79, 80], mineral [81,
82], lipid [15], enerji metabolizmas1 [83], immiin sistem [17] ve endokrin sistem [84, 85] i¢in

esansiyel olabilecegi bildirilmistir.

Son yillarda ise saglik alaninda kullanma fikri dogmus ve ilk olarak BNCT (Boron Ne-
utron Capture Therapy) kanser tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Bu tedavi yonteminde
kanser hiicreleri hedef alinmakta ve normal hiicrelere minimum zarar verdigi i¢in tercih sebe-
bi olmaktadir. Boron nétron tedavisi boron-10 ile izotopunun alfa parcagiklari ve lityum-7 ile
diisiik enerjili termal notron ile 1s1maya tutuldugunda ortaya cikan niikleer reaksiyona daya-
nir. Yiiksek gradeli gliomalarda ve metastatik beyin tiimorlerinde kullanimi olduk¢a yaygin-
dir [20].

Bu bilgiler 1s181inda borun sadece bu tedavi yontemi ile degil de direk kendisinin bu etki-
yi saglayabilecegi fikri dogmus ve yapilan bir ¢calismada prostat kanseri hiicre hatlarinda borik
asitin proliferasyonu durdurdugu bulunmustur. Gallardo-Williams ve arkadaglariin 2004 yi-
linda yaptiklar1 bu ¢calismada nude mice’lara prostat kanser hiicreleri verilerek prostat kanser-
li model olusturulmus. Daha sonra tiimorler belirli biiytikliige geldiginde borik asit uygulama-
st yapilmugtir. Sonug olarak tliimor boyutunun %25-38 oraninda kiiciildiigii gozlenmistir. Bu-
nun yaninda plazma PSA (Prostate specific antigen) degerlerinde %88 azalma ve IGF-1’in do-
kularda konsantrasyonunun azaldig tespit edilmistir [22]. Bu ¢alismadan yillar 6nce-1987 y1-
linda Bone ve arkadaglar1 yaptiklari calismada borik asitin serin proteaz aktivitesini inhibe etti-
gi ve PSA’nin aktif bolgesine baglanarak inhibe ettigini gdstermislerdi [23]. 2004 yilinda yapi-
lan calisma, 1987 yilindaki ¢alismaya nazaran daha giincel ve farede tizerinde oldugu i¢in bo-
rik asitin in vivo ortamdaki etkisi hakkinda dogrudan bilgi vermektedir. Prostat kanseri iizeri-
ne yapilan bu iki ¢alismanin bize soyledigi iki onemli mesaj vardur. ilki, bor prostat kanser te-
davisinde olumlu etkisi olan kimyasal bir ajandir, ¢linkii prostat kanser markiri seviyesinde dii-
siise sebep olmustur. Ikincisi ise borun diger kanser tiirlerinde de tedavi edici bir kimyasal ajan

olarak kullanilmasi ve olumlu etkisinin olmasi yiiksek ihtimaldir. Kanserin biyolojisine bakil-



45

diginda temelde tek bir tip davranig goriilmektedir, o da kanser hiicrelerinin hiicre kontroliin-
den uzak bir sekilde sonsuz biiyiimeleridir. Eger literatiirde herhangi bir ¢alismada etkili yeni
bir kimyasal bulunur ise diger kanser tiplerinde de denenmelidir. Biz de bu amacla projemiz-
de borik asiti bir¢ok farkli bag boyun kanseri hiicre hattinda denedik. Projemizin ¢ikis nokta-
st daha onceden yapilan kanser-borik asit ¢alismalar1 olup motivasyonumuz ise iilkemizin ol-
dukca zengin bor kaynaklarmin olmasidir. Projemiz neticesinde gortildiigii iizere borik asitin
ilk asamada in vitro ortamda yapilan deneylerde bas boyun kanseri iizerinde tedavi edici etkisi
vardir. Bir sonraki asamada ise Gallardo-Williams ve arkadaglarinin 2004 yilinda yaptiklari ca-
lismaya benzer sekilde bas boyun kanseri fare modelleri olusturup borik asitin in vivo etkisine
karar vermeyi hedefliyoruz. Fare modelleri ile es zamanli olarak yapilabilen bir bagka ¢calisma
modeli ise prostat kanseri hastalarin diyetinde borun kullanilmasidir. Hastalarda gida takviye-
si olarak kullanilan borun prostat kanseri hastalarinda riski azalttig1 tespit edilmistir. Yine ben-
zer sekilde 2008 yilinda Mahabir ve arkadaglarinin akciger kanseri hasta orneklerinde yaptik-
lar1 bir calismada ise bor gida takviyesi olarak hastalara verilmis ve belirli bir siire sonra has-
talarin risk durumu tespit edilmistir. Borun akciger kanseri riskini azaltan olumlu bir kimyasal

oldugu bu ¢alisma ile goriilmiistiir [24].

2004 yilinda Barranco ve Echert’in yaptig1 bir caligmada borik asitin LNCaP ve andro-
jen bagimsiz prostat kanser hiicre hatlar1 olan DU145 VE PC3 hiicre hatlarinda proliferasyo-
nu, invazyonu ve migrasyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu caligmada bizim ¢alismamiz ile
benzer bir mantik yiiriitiilmiistiir. Birkag¢ farkli hiicre hattinda borik asitin etkisi kiyaslanmig-
tir. Hiicre hatlari, primer tlimorler gibi kullanilan kimyasala farkl tepkiler gosterebilmektedir.
Nitekim bu caligma neticesinde DU-145 hiicrelerinde proliferasyonun azaldig: tespit edilmig-
tir. Barranco ve arkadaslar1 DU-145 hiicre hattinda ¢calismaya devam etmis ve 2006 yilinda bo-
rik asitin etki mekanizmasina dair orjinal bir ¢alisma ortaya koymuslardir. Bu ¢calismada siklin
proteinlerinin ve MAPK proteinin ekspresyonunun borik asit uygulanan hiicre hatlarinda azal-
dig1 gosterilmistir. Ancak bizim projemizde 6zellikle ilgilendigimiz RB, P53 ve ING genleri
ile ilgili bir bilgi bu makalede bulunmamaktadir. Bu calismadaki DU-145 hiicre hatt1 P53 mu-
tanttir, bizim ¢calismamizdaki 9A hiicre hatti1 da P53 mutanttir. Bu sekilde birkag hiicre hattinin
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tarandi81 calismalarda en az bir mutant hiicre hattinin denenmesi ¢alismanin giivenilirligi agi-

sindan iyi olacaktir [24, 26].

Prostat kanseri hiicre hatlarinda Barranco ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, 60-100
uM borik asit konsantrasyonun hiicre proliferasyonunun inhibe ettigi bulunmustur [26]. Ayni
calismada daha yiiksek konsantrasyonlar calisilarak saglikli prostat kanseri hiicre hatlarina
500-1000 uM borik asit uygulanarak proliferasyona etkisi arastirilmis ve bu yiiksek konsant-
rasyonlarin normal hiicrenin proliferasyonunuda inbibe ettigi gosterilmistir. Bizde ¢calismamiz-
da bag boyun kanseri hiicre hatlarini kullanarak 200 g/ml-1800y g/ml konsantrasyonlar uygu-
layarak proliferasyon deneyi gerceklestirdik. Bu deneyler sonucunda UT-SCC-74A, 74B, 9A
ve 16A hiicre hatlarinda 800y g/ml konsantrasyonunda proliferasyona en fazla etki ettigi bulun-
mustur. UT-SCC-6B ve 54C hiicre hatlarinda ise 1800 y g/ml konsantrasyonda hiicre proliferas-
yonunu inhibe ettigi sonucu ortaya ¢ikmistir. UT-SCC-6A ve 16B hiicre hatlarinda 1000 pg/ml
konsantrasyonun hiicre proliferasyonunu etkiledigi goriilmiistiir. Burada ayn1 hiicre hatlarinin
primer ve metastaz 6zelliklerinden borik asit miktarlar farkli ¢cikmistir. UT-SCC-6A hiicre hat-
t1 primer kiiltiir 6zellikte oldugu i¢in grafik 1 de goriildiigii iizere proliferasyonun 1000 yg/ml
konsantrasyon ile etkilendigi bulunmustur. Ayni hiicre hattinin metastaz 6zellikteki UT-SCC-
6B hiicre hatt1 1800 pg/ml konsantrasyonda etkiledigi goriilmiistiir (Grafik 2). Bunun iizerine
metastaz Ozellikteki hiicrelerin daha agresif yapida olup daha ¢ok ¢ogalma isteginde olduklari
i¢cin daha yogun borik asit konsantrasyonundan etkilenmistir. Yine UT-SCC-16A primer kiiltiir
olan hiicre hatt1 grafik 3 de goriildiigii 800 g/ml konsantrasyondan etkilenirken metastaz ya-
pida olan UT-SCC-16B hiicre hatt1 1000 xg/ml konsantrasyonda hiicre proliferasyonu inhibe
edildigi goriilmektedir (Grafik 4). Boylelikle hiicre yapilar arasindaki farklilik etki eden borik
asit konsantrasyonunu da degistirdigi gozlemlenmistir. Yine Barranco ve arkadaslarinin yaptigi
calismadan esinlenerek biz de bir kontrol hiicresinde bu konsantrasyon araliklarini gérmek is-
tedik ve Cos7 hiicre hattinda 200u g/ml -1800p g/ml arasinda konsantrasyonlar kullanarak pro-
liferasyon deneyi yaptik ve sonucunda bu hiicre hattinin yiiksek konsantrasyonlar dahil proli-
ferasyonda ciddi bir inhibisyon goriilmemistir. Ancak bu ¢alisma bir 6n calisma niteliginde ol-

dugundan data gostermedik. Bu 6n caligmanin destekli tekrarlar1 yapilacaktir.
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Hiicrenin G1, S, G2, M fazlarindan gecerek kendi kopyasini olusturma iglemi olan
proliferasyon sirasinda hiicre kontrol noktalar1 (check point) iizerinden kontrol edilir. Bu
kontrol noktalarinda bulunan genler sayesinde hiicre herhangi bir hasara ugramadan saglikh
hiicreler meydana getirir. Kontrol noktalarda olusan herhangi bozukluk hasarli DNA’ya
sahip hiicreler olusturur ve kanserlesmeye varan ilk adim hiicrede atilmis olur. Hiicredeki
kontrolsiiz cogalmay1 baskilayan genler tiimor supresor genlerdir. Kanser olusumunda genetik
faktorlerin etkisini onkogenler ve tiimor supresor genler sayesinde belirli ana bagliklar halinde
toplayabiliriz. Onkogenler gerektiginde hiicrenin ¢ogalmasi i¢in gerekli gen grubudur. Timor
supresOr genler ise onkogeni dengeleyen bir gruptur. Timor supresor genler arasinda p53,
RB1, pl16, p21 ve ING ailesi gosterilebilir [29, 30]. Biz de projemizde onkogenlerden ziyade
ozellikle P53, RB ve ING genlerinin borik asit ile etkisini arastirdik.

Retinoblastoma geni bir timor supresordir. 1986 yilinda tanimlanmis ve klonlanmig-
tir [31]. RB geni 13. kromozomun uzun kolu (13q14) iizerinde lokalize olmustur. RB geni ak-
tif oldugunda tiimor gelismez [32]. RB hiicre boliinmesi ve farklilagmasinin kontroliinde anah-
tar bir role sahiptir. Farklilagmasini tamamlamig, dinlenme fazindaki veya yash hiicrelerde RB
geni eksprese edilir ve defosforile halde bulunur. RB geni allelleri iizerinde olusan bir kayip ya
da mutasyon akciger kanseri, meme kanseri ve mesane kanseri gibi kanserlerde siklikla goriil-
mektedir. Harbour ve arkadaglarinin 1988 yilinda Science dergisinde yayinladiklar1 ¢alismada
RB geninin ekspresyonunun kiiciik hiicreli akciger kanserinde %60 oraninda yok oldugu bu-
lunmusgtur [31]. Ayn1 y1l yine Science dergisinde meme kanseri ile RB genini igeren bir calig-
maya gore RB geni meme kanserinde inaktive olmaktadir [34]. Ayrica bu gen iizerine litera-
tiirde farkli birgok kanseri ile ilgili ¢alisma mevcuttur. Bag boyun kanserinde RB geni ile ilgi-
li bir¢ok caligma vardir ancak bu caligmalar genelde mutasyon incelemektedir. Biz ise borik
asit uygulanan ve uygulanmayan bag boyun kanserlerinde tiimor supresor genlerinden biri olan
RB’nin ekspresyonunu arastirdik. Ekspresyon arastiran bagka bir caligmaya literatiirde rastla-
namadig1 i¢in sonuclarimiz hem kontrol grubu hem de borik asit uygulanan grup adina 6nem-

lidir.
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Calismamiz sonucunda UT-SCC-6A, 54C ve 24A hiicre hattinda, borik asit uygulanan
grubun RB gen ekspresyonunda yaklagik 2 kat azalma goriilmektedir. Hiicre hatlarinda kont-
rol ile borik asit uygulanmis hiicre hatlar arasinda anlamli bir azalma olup olmadigin1 anlamak
icin istatistiksel test yapilmus, p degeri 0.05’den kii¢iik bulunmus ve ekspresyon azaliglarinda-
ki anlamliliga Mann Whitney U testi ile karar verilmistir. Sonuclarimizin literatiirde ilk olma-
siin yani sira borik asit uygulanan kanser hiicrelerinde daha 6nce RB ekspresyonu hi¢ aragti-
rilmamustir. Borik asitin RB ekspresyonunu azaltmasi gen diizeyinde degil de belki de protein
diizeyinde bir etki yaptig1 sorusunu akillara getirmektedir. Bu sebeple ¢alismalarin genisletile-

rek devam ettirilmesi gerekir.

P53 geni ise 393 amino asidi kodlayan bir gendir. Agirlig1 53kD olan bir tiimor supre-
sor gendir. 11 ekzondan olugmaktadir. P53 geni DNA baglayici bolgesi ve transaktivasyon bo-
liimii olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre proliferasyonunu baskilayan diger genleri re-
giile eder ve apoptozda rol aldig: diisiiniilmektedir. Normal islevini yapan p53 geni hiicre don-
giisiinde G1/S fazinda kontrol noktasinda gorev alir ve DNA’s1 zarar gormiis hiicrenin dongii-
ye devam etmesini engeller. Boylelikle yapisal olarak bozukluga sahip hiicrenin ¢ogalmasi en-
gellenmis olur. P53 geni bag boyun kanserlerinde siklikla caligilan molekiiler markir bir gen-
dir [38]. P53 mutasyonu ve protein ekspresyonu bas boyun kanseri hastalarinin patogenezin-

de karsimiza ¢ikar [39].

Bizim ¢aligmamiz sonucunda ise pS3 gen ekspresyonu icin UT-SCC-16A ve 74A hiicre
hattinda yaklasik 2 kat azalma goriilmektedir. Hiicre hatlarinda kontrol ile borik asit uygulan-
muis hiicre hatlar1 arasinda anlaml bir artis olup olmadigini anlamak i¢in istatistiksel test yapil-
d1 ve p degeri 0.05°den kiiciik bulundu ve ekspresyon azaliglarinin anlamlilii Mann Whitney
U testi ile karar verilmistir. Borik asit uygulanan kanser hiicrelerinde en 6nemli tiimor baskila-
yic1 genlerden olan P53 geninin ekspresyonu azalmis bir sekilde bulunmugtur. Yine aym sekil-
de RB geni ekspresyonundan da azalma bulunmustur. Bu durum da borik asitin P53-RB genle-

ri lizerinde gen diizeyinde ekspresyon azaltici etkisi goriilmektedir.
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Bir diger 6nemli tiimor baskilayici gen olarak ING1 geni ise ilk olarak p53 ile iligkilen-
dirilerek tanimlandi1 [50]. ING1 geni tanimlanana kadar yapilan deneyler fizyolojik olmayan in
vitro ortamlarda denenmistir. Yapilan deneyler sonrasinda da goriilmiis ki ING1 geni overeks-
presyonu sonucu hiicre homeostazisini bozmak, hiicre dongiisiinii durdurmaya 6nciiliik etmek,
apoptoz ve senesense sebep olmak gibi 6zellikler ortaya ¢ikarilmistir [61, 62]. Yapilan bir ca-
lismaya gore mesane kanseri hastalarinda diigiik hayatta kalma ile iligskilendirilmistir [64]. Yine
diger bagka bir calismada ING1’in isoformu olan p33ING1b’nin overekspresyonu sonucu p53
ekspresyonunun suprese oldugu goriilmiistiir [65]. Son zamanlarda iki grup tarafindan yapilan
calismalarda ise ING1 ve p53 geni arasinda hicbir iligki tespit edilememistir. Bu grubun bulgu-
lar1 arasinda p33ING1 varyantinin 6zelligini kaybetmesi Bax geninin ekspresyonunu indiikle-

digi, DNA hasarini artirdig1, bununla birlikte apoptozun indiiklendigi bulunmaktadir [55, 66].

Calismamiz sonucu ise ING1 geni i¢in UT-SCC-16B ve 54C hiicre hattinda yaklasik 2
kat azalma goriilmiistiir. Hiicre hatlarinda kontrol ile borik asit uygulanmis hiicre hatlar1 ara-
sinda anlamli bir azalma olup olmadigini1 anlamak icin istatistiksel test yapilmis ve anlamli ne-
ticeler elde edilmistir. Ozellikle UT-SCC-54C hiicre hattinda ING1 geninde azalma gosterir-
ken P53 gen ekspresyonunda ayni oranda artma gostermesi bu iki genin iligkisinin ispatt adi-

na da onemlidir.

ING3 geni ING ailesinin iiciincii iiyesi olarak tanimlanmigtir [71]. ING3 geninin ailenin
diger tiyelerine nazaran amino asit dizisi ve rolii en belirgin olamidir [72]. ING3 geni de aile-
nin diger {iyeleri ile ayn1 domainlere sahiptir ancak ING3 geni aralarinda en biiyiik molekiiler
agirliga sahiptir. Boylece yapisinda bolgesinde domain bulundurmamasina ragmen en uzun tek
bolge sahiptir. Bu sebepten 6tiirii diger aile tiyeleri arasinda ING3 geni daha belirgin role sahip-
tir. Yapilan bir caligma sonucu bas boyun kanseri ve cilt melanomasinda ING3 geninin downre-
gulasyonu ve hiicresel anormal lokalizasyonu rapor edilmigtir [51, 74, 75]. ING3 geni bu kan-
serlerde tlimor supresor ozellik gosterir. ING3 geni NuA4/Tip60 HAT kompleksinin bir iiyesi
olarak calisir. Bu kompleks de histon H4 ve H2A N-terminal kuyrugunu asetiller ve H3K4 de
diger tiyeler gibi baglanir [59].
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Biz ¢alismamiz sonucunda ise ING3 geninin UT-SCC-54C hiicre hattinda yaklagik 5 kat
azalma goriilmiistiir. Hiicre hatlarinda kontrol ile borik asit uygulanmig hiicre hatlar1 arasinda
anlaml1 bir azalma olup olmadigin1 anlamak icin istatistiksel test yapild1 ve 6nemli derece an-
laml1 sonuglar bulunmustur. Ayrica UT-SCC-54C hiicre hattinda 5 kat azalmanin tespit edilme-

si onemlidir. Diger genlerde bu derece ¢ok azalma bulunmamastir.

Ayni zamanda UT-SCC-54C hiicre hattinda bulunan ekspresyon azalmasi hem ING1
hem de ING3 geninde gbzlenmistir. Bu da ayn1 gen ailesine verilen cevabin ayni oldugunu

gosteren onemli bir caligma olmusgtur.
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8. SONUC

Borik asitin prostat kanseri iizerinde proliferasyonu inhibe edici etkisi basg boyun kanse-
ri hiicre hatlarinda da goriilmiistiir. Yaptigimiz bu ¢alismamizda bas boyun kanseri hiicre hat-
larindan UT-SCC-6A, 6B, 9A, 16A, 16B, 24A, 54C,74A ve 74B hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Ve bu hiicre hatlarinda her birinde borik asitin farkli konsantrasyonu sonucu proliferasyon et-
kisi gosterilmistir. Primer ve metastaz hiicre hatlarinin borik asite vermis oldugu yanitin farki
ortaya kondu. Daha sonra bu etkinin hiicre dongiisiinde ciddi rolii olan dnemli tiimor supresor
genler olan p53, RB, ING1 ve ING3 geni iizerindeki etkisi incelendi. Bunun iizerine hiicre hat-
larinin borik asitin uygulamasindan sonra bu genlerin ekspresyonu azaldigi gosterilmistir. Bu
sonuclar 1s51¢1nda borik asitin gen diizeyinde degilde protein diizeyinde etkisi olabilecegi fikri-
ni dogurmaktadir. Boylelikle alternatif kanser tedavi yontemlerinden biri olabilme diigiincesi
dogmaktadir. Bu deneyler hayvan deneyleri ile desteklenerek daha genis capta arastirmalarla

tip literatiirliine gegcmeye aday bir alternatif veya destekleyici bir tedavi olabilir.
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