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TEZ BiLDiRiMi

Tez igindeki batdn bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar cergevesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada bana ait

olmayan her tlrli ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.
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OZET

Kolorektal kanser (CRC), diinya ¢apinda kansere bagli élimlerin en yaygin nedenlerinden
biridir ve kansere bagl 6lumin énde gelen nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir.
Son arastirmalar, diyet ve yasam tarzi dahil olmak Gzere mikrobiyal ve cevresel faktorlerin
kolon kanseri gelisimini etkileyebilecegini gostermistir. Kolorektal kanser tedavisi igin

kullanilan metotlarin basar1 oranlari oldukca dusuktr.

Bor, cesitli biyolojik islemlerde 6nemli rol oynayan 6nemli bir mineraldir. Bitkilerin,
hayvanlarin ve insanlarin biyumesi icin bor gereklidir. Bor olarak adlandirilan bu
bilesikler icerisinde en énemli olanlar1 borik asit ve borakstir. Borik asit’in bazi 6nemli
kimyasal oOzellikleri kanser tedavisinde kullanilabilirligini desteklemektedir. Yapilan
calismalar, bor diyetiyle beslenen hayvan ve insanlarda, kemik yogunlugu, embriyonik
gelisimi, yara iyilesmesi ve kanser tedavisi ile borun diger faydalarimida ortaya
koymaktadir. Borun, cesitli enzimlerin ve minerallerin metabolizmasini etkiledigi de
bildirilmistir.

Yapilan bu tez galismasinda CCI-233 insan kolon adenokarsinom hiicre hatti izerine borik
asitin etkileri proliferasyon, VEGF ve Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) analizi

calismalanyla arastirilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda; hicre canlilik analizlerimizde



50 mM borik asitin hicre proliferasyonunu 24., 48. ve 72. saatler sonucunda azalttig:
gOzlenmistir. En iyi sonuglarin 48. saatte ortaya ¢iktigi bulunmustur. Ardindan 48. saatte
PARP analizine bakilmistir. PARP degerleri cisplatin uygulanan kontrol grubuda yuksek
cikmigtir. Buna kKarsilik borun iki konsantrasyonunda (50-100 mM) PARP seviyeleri
kontrol grubuna gore (p<0,05) dustk ¢cikmistir. Bu analize ek olarak 48. saatte VEGF
analizi yapilarak, VEGF bor duzeylerinin cisplatin uygulanan kontrol grubuyla aralarinda
fark oldugu, kontrol grubuyla aralarinda bir fark olmadig: gérilmaistar.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common causes of cancer-related deaths
worldwide, and remains one of the leading causes of cancer-related death. Recent research
has shown that microbial and environmental factors, including diet and lifestyle, may
affect the development of colon cancer. The success rates of the methods used for

colorectal cancer treatment are very low.

Boron is an important mineral that plays an important role in various biological processes.
Boron is necessary for the growth of plants, animals and humans. Borik asit ve boraks, bor
denilen bu bilesiklerin en 6nemlileridir. Borik asidin bazi 6nemli kimyasal 6zellikleri,
kanser tedavisinde kullanimini desteklemektedir. Studies have demonstrated that bone
density, embryonic development, wound healing and cancer treatment are associated with
other benefits of boron in animals and humans fed the boron diet. Boron has also been
reported to affect the metabolism of various enzymes and minerals. In this thesis, the
effects of boric acid on CCI-233 human colon adenocarcinoma cell lines were investigated

by proliferation, VEGF and PARP analysis studies.

As a result of the studies; cell viability analysis showed that 50 mM boric acid decreased
cell proliferation after 24, 48 and 72 hours. The best results were found at 48 hours. At 48

hours performed PARP analysis was then. PARP values were higher in cisplatin applied



control group. In contrast, PARP levels were low at two levels of boron (50-100 mM). In
addition to this analysis, VEGF analysis was performed at 48th hour and it was observed

that VEGF boron levels differed with cisplatin and there was no difference between control

groups.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte asagida
sunulmustur.

Simgeler Aciklama

Ppm Milyonda bir birim

g Gram

mM Milimolar

mg Miligram

L Litre

Ca Kalsiyum

Mg Magnezyum

ng Nanogram

mL Mililitre

kg Kilogram

B Bor

kcal Kilokalori

P Fosfat

uL Mikrolitre

uM Mikromolar

CRC Colorectal Cancer

VEGF Vaskuler Endotelyal Buyume Faktordi
PARP Poly (ADP-ribose) polymerase
BA Borik Asit

FAP Familyal (Ailesel) Adenomat6z Polipozis
IBH Inflamatuvar Bagirsak Hastaliklar:
HNPCC Lynch sendromu

BER Baz eksizyonu onarimi

SSBR Tek iplikcik kopmasi onarimi
NF-kB Nuclear Factor kappa B

CO: Karbondioksit



RPMI
CCK-8
PBS
TAS
TOS
EGF

MTT

difeniltetrazolium bromid
MDA
DNA
RGII
Cis
MRNA
VLDL
TG

OP
ROS
GSH
Hib
Hep
HPV
TGA
WHO

LDL

Roswell Park Memorial Institute
Cholecystokinin-8

Fosfat tamponlu salin

Total antioksidan kapasite

Total oksidatif stres

Epidermal blyiime faktori

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

Malondialdehit
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Rhamnogalacturonan Il
Cisplatin

Mesajc1 RNA

Cok Duslk Yogunluklu Lipoprotein
Trigliserit
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Haemophilus influenzae Tip b
Hepatitis
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Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, hizli ve kontrolsuz hiicre bélinmesi sonucu gelisen 6limcul bir hastahiktir.
Bu tir anormal gelisim kolon veya rektumda gerceklestiginde, kalin bagirsak kanseri
olarak karakterize edilen kolorektal kanser (CRC) olarak kabul edilir. Kolon (kalin
bagirsak ya da kalin bagirsak), sindirim sisteminin yaklasik 5 fit uzunlugunda, gidadan su

ve tuzlari emen, rektum ise sindirim sisteminin 6 in¢'ine ulasan kash bir borudur [1].

CRC, bagirsagin en uzun dalini temsil eden kolon dokularindan birinde ve anisin
oniindeki bagirsagin blytk bélima olan rektum dokularinda olusan bir kanserdir. CRC,
dinya capinda kanser 6élimlerinin en 6nemli nedenlerinden biridir. Hemen hemen tim
CRC polip adinda kiiguik bir gelisme olarak baslar, bu tur polipler tipik olarak iyi huyludur,
birka¢c yil sonra kanser gibi bulyulyebilir, ancak bu 10 yildan fazla sirebilir. CRC,
erkeklerde en sik gorilen ikinci kanser ve kadin populasyonundaki en yaygin Ggincl
kanserdir [2].

CRC'nin olusumu tim dinyada yaygin olarak farkhidir ve 6zellikle Avustralya,
Yeni Zelanda, Avrupa ve Kuzey Amerika'da gelismis Ulkelerde en sik rastlanan oranlar
bulunurken, en az insidans oranlari Afrika ve Asya'da bulunmustur. Bu cografi
tutarsizliklar, diyet ve cevresel faktorlerdeki varyanslar olarak gosterilebilir. Bununla
birlikte, yeni gelismis Ulkelerde CRC'nin ortaya ¢ikma oranlar1 artmaktadir. Kanserlerin
gorulme oranlarinin artmasi, diyetin batililasmasi, obezitenin artis1 ve hareketsizlik olarak

gosterilebilir [3].

Yas, polip varhgi, inflamatuar bagirsak hastaligi, yasam standardi ve 6zge¢misteki
genetik bozukluk gibi bircok faktér CRC riski ile iliskili bulunmustur. Obezite, fiziksel
hareketsizlik, koétl beslenme, sigara icme ve asirt alkol kullanimi gibi cevresel faktorler
tim CRC kosullarinin yaklasik %80'ini olusturur [4]. Yeni olusan CRC herhangi bir belirti
gostermeyebilir ve CRC endikasyonlari c¢ogunlukla metastaz yapma yetenegine ve

pozisyonuna glvenmektedir [5, 6].



Gunlmuzde kanser tedavisi igin kullanilan ilaglarin gogu, hicrenin DNA'sinin
isleyisine bir sekilde midahale ederek calisan sitotoksik ilaglardir. Sitotoksik bilesiklerin
tanimlanmasi, on yildir anti-kanser terapisinin gelistirilmesine yol agmistir. Kanser
tedavisinde ilerlenmis olsa da tumor hicrelerini segici olarak hedeflemek igin
kullanilabilecek malignitelerin benzersiz biyokimyasal yonlerinin tanimlanmasiyla sinirl

kalmaya devam etmistir [7].

Bor, atom numarasi 5 ve simgesi B olan kimyasal elementtir. Bor bir ametal ile
metal arasinda yar: iletken olan yar1 metaldir. Gerek Gines Sistemi'nde gerek Dunya'nin
kabugunda dustik miktarli bir elementtir. Buna ragmen, dogada rastlanan bilesiklerinin
(borat minerallerinin) suda ¢6zunurliglu nedeniyle belli yerlerde ylksek yogunlukta
bulunabilir. Bor esas olarak okyanuslarda ve topraklarda inorganik boratlar formunda
ortaya c¢ikar [8]. Bor zorlukla elde edilebilir ¢linkii bor, karbon ve baska elementlerle
bilesikler olusturur. Bu nedenle elementer bor dogada serbest halde bulunmaz. Diinyada en
cok bor Turkiye’de bulunmaktadir [9]. Bor olarak adlandirilan bu bilesikler icerisinde en
onemli olanlart borik asit ve borakstir [10]. Borik asit (H3BO3) bor’un hayvanlarda ve
insanda en yaygin bulunan formudur; renk ve kokusu yoktur, seffaf kristal yapisi nedeniyle
suda kolayca ¢ozinebilir. iz element bor, hayvan ve insan biyolojisi icin temel 6neme
sahip dinamik bir besindir. Biyolojide boratlar memelilere disuk dizeyde toksiktir (sofra
tuzu kadar) ama eklem bacaklilarda ¢cok daha etkilidirler. Gunlik bor alimi borik asit (BA)
seklinde olmaktadir. Bor (B) bilesiklerinin ¢esitli biyolojik fonksiyonlar: bilinmektedir [11,
12, 13]. BA’in bazi 6nemli kimyasal Ozellikleri kanser tedavisinde kullanilabilirligini
desteklemektedir [14].

Bu calismanin amaci; diinyada ve ulkemizde sik gorulen, CCL-233 kolon kanseri
hlicresi Uzerine in vitro kosullarda farkli konsantrasyonlarda BA’in etkilerini incelemektir.
Bu amacla bir insan kolon kanseri hicre hatti olan CCL-233 hiicrelerinde BA’in LD50
degerini belirlemek igin proliferasyon, anjiogenez olusumunu belirlemek amaciyla VEGF,

apoptotik etkinin belirlenmesi amaciyla PARP analizi yapilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser Nedir?

Kanser, vucut igindeki normal hucrelerin bir grubunda gelisen varyasyonlarin,
timor adr verilen bir yumru olusumuna neden olacak sekilde sinirsiz biytimeye meyilli
oldugu zaman ortaya c¢ikan Olumcil bir hastalik olarak tammlanir. Bu agiklama
Hematolojik kanserler digindaki tum kanserler igin gegerlidir. Normal hcreler strekli
olarak hticrenin bolinmesi, baska bir hiicreye ayrilmas: veya 6lmesi gerektigini belirten
sinyallere maruz kalr. Kanser hiicreleri bu sinyallerden bir dereceye kadar Ozerklik
gelistirerek kontrolsiiz buyume ve c¢ogalma ile sonuclanir. Etkilenen hicreler tedavi
edilmeden birakilirsa, timorler gelisebilir ve saglikli dokuya baglanabilir veya timdorin
daha fazla yayilmasina (metastaz) kan akimi ve lenfatik sistem yoluyla mimkun olabilir.
Aslinda, kansere bagli 6limlerin neredeyse %901, timér yayilmasindan kaynaklaniyor —

bu olay metastaz ad1 verilen bir strectir.

Insan vicudundaki saglikli hiicreler siirekli olarak bolunir, baska bir hiicreye
farklilasir veya cesitli sinyal ve yollara gore geri donusttrilur. Ancak, kanser hicreleri
sinirsiz gelisme ve ¢cogalma saglayan bu sinyallerden bagimsiz olarak buyur. Kansere bagh
olumlerin %90°1 timorden kaynaklandigi biliniyor, eger bu proliferasyon tedavi
edilemezse ve yayilmasina izin verilirse ciddi veya tedavi edilemez bir duruma neden
olabilir [15].

Kanser, diinya ¢apinda 6lim grubunun 6nde gelen bir nedenidir ve 2004 yilinda 7,4

milyon 6ltime (tim élumlerin yaklasik %13'0) neden olmustur. Ana kanser tdrleri:
*» Akciger (1,3 milyon 6ltim / yil)
* Mide (803.000 6lum)

* Kolorektal (639.000 6lum)



* Karaciger (610.000 6lum)
* Meme (519.000 610m)

Tum kanser 6limlerinin %70'inden fazlas1 dustik ve orta gelirli Glkelerde meydana

gelmektedir.

Kanserler yaklasik olarak her 3 kisiden birinde ortaya ¢ikar. Kanser, aym zamanda
kanser hastasinin 6mrii boyunca tekrar meydana gelebilecek veya devam edebilen bir
hastaliktir, baz1 kanser hastalari asla hastaligindan tamamen kurtulamaz, diger kanser
hastalar1 ilagtan sonra hastaliktan kurtulabilir veya remisyonda olabilir ve daha sonra
kanser tekrar gorulebilir. Kanser degisken hastaliklari icermesine ragmen, tim kanser
hicrelerinin 6nemli bir 6zelligi vardir, bunlar normal hiicre bolinmesinin bozuldugu
standart olmayan hicrelerdir ve kanser, normal hicrelerin anormal islevler kazanmasina

neden olan modifikasyonlardan buydr.

Kanserin baglatilmas: ve ilerletilmesi, hem ortamdaki dis etkenlere (tltin,
kimyasallar, radyasyon ve bulasici organizmalar) hem de hiicre icindeki faktorlere (kalitsal
mutasyonlar, hormonlar, bagisiklik kosullari ve metabolizmadan kaynaklanan

mutasyonlar) baghdir.

Kanserler icin risk faktorleri

o Tatan kullanimi

* Alkol kullanimi

* Yetersiz meyve ve sebze alimin: igeren diyet faktorleri
* Asirt kilo ve obezite

* Fiziksel hareketsizlik

 Helicobacter pylori, hepatit B virtsi (HBV), hepatit C virtsi (HCV) ve bazi insan

papilloma virtsinin (HPV) kronik enfeksiyonlar:
« Iyonlastirici ve iyonlastirict olmayan radyasyon dahil cevresel ve mesleki riskler

Bu faktorler birlikte veya sirayla hareket ederek anormal hiicre davranisi ve asir

proliferasyona neden olabilir. Sonug olarak, hiicre kutleleri etrafindaki normal dokular:



(beyindeki gibi) etkileyerek blyilr ve genisler ve ayrica vicuttaki diger bolgelere de
yayilabilir (metastaz). Ayrica kanserlerin ¢ogunlugu belirli bir olaydan veya fakttrden
gelismez, kanser hicreleri sinirsiz hiicre gelisimi 6zelligine sahiptir ve ayrica yakin
dokularina saldirma ve sonunda insan vicudunun uzak alanlarinda metastaz olusturma

kabiliyetine sahiptir.

Gen mutasyonu veya deregulasyon, doku saldirisi ve uzak metastaz olusumu ile
oldukga iliskili olan hiicre hareketine de yardimci olur. Temel olarak hicrenin normal
Ozelliklerini degistiren bir dizi molekiler olaydan meydana gelen kanser, kanser
hiicrelerinde, hiicrenin biyimesini ve diger dokularin saldirisint durduran normal kontrol

sistemlerini etkisiz hale getirilir [16].

Yuzden fazla tiirden farkl: kanser tirlerine ragmen, kanserlerin cogunda genel olan
baz1 benzerlikler belirlenmistir. Saglikli dokular, yollar: gostererek ve hicre gelisimi ile
bolunme semptomlarini yoneterek iletilen proliferatif uyaranlar: dikkatlice kontrol eder.
Kanser hiicrelerinde bu belirten yolaklar siklikla degismekte ve kanser hiicrelerinin otonom
olarak ¢ogalmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte, kontrolsuz proliferasyonun sadece
gelismis proliferatif endikasyonlarin varligina degil, ayn1 zamanda hicre proliferasyonunu

sinirlayan mekanizmalarin inaktivasyonuna ihtiyaci vardir [17].

Kanser hicrelerinin  makroskopik tlimorler Gretmek icin sinirsiz  ¢ogaltma
potansiyeline ihtiyagc duydugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Saglikli dokularda,
replikasyon kabiliyeti iki ana mekanizma ile sinirlidir. Bunlardan ilki, dinlenme ama canh
bir durumda hiicreleri koruyan yashliktir. ikincisi hiicre kaybina neden olan krizdir. Kanser
hicrelerinin bu sinirlayict islemleri gerceklestirme kabiliyetinin 6limsizlesme oldugu
gosterilmistir ve telomeraz enzimi bu prosedirde temel bir fonksiyon teskil eder ve bu her

iki mekanizmanin baslatilmasina kars1 bir direng ile baglantilidir.

Kanserin mortalitesi, kanser hiicrelerinin insan viicudunun diger dallarina saldiran
ve metastaz yapan ¢ok asamali bir suregte dagilma kabiliyetine baglidir. Son olarak mikro
metastaz lezyonlari makroskopik timorlere biylr ve kolonizasyona donisir. Ayrica
kanser hcreleri, formlari ile birlikte diger hiicrelerle ve hicre disi matriks ile olan
baglantilarinda da degisiklik gosterir. Cok cesitli kott huylu tumar tipleri tespit edilmekle
birlikte, yeni tan1 konan kanserlerin %50'sinden fazlasi akciger, kolon / rektum, meme,

prostat ve uterus gibi bes ana organda ortaya ¢ikmaktadir.



Akciger kanserleri, kolon / rektum ve prostat erkeklerde ve kadinlarda en dnemli

olim nedenleridir, meme, kolorektal ve uterin kanserleri en yaygin olanidir [18].
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Sekil 2.1. Kanser nasil baslar ve yayilir?

2.1.1 Kanser Turleri

100'den fazla kanser tir( vardir. Kanser tirleri genellikle kanserlerin olustugu
organlar veya dokular icin adlandirilir. Ornegin, akciger kanseri akciger hiicrelerinde
baslar ve beyin kanseri beyin hiicrelerinde baslar. Kanserler ayrica, bir epitelyal hiicre veya

skuamoz bir hicre gibi, onlar1 olusturan hiicre tipiyle tarif edilebilir.

Carcinoma: Deride veya i¢ organlarin ve bezlerin ylzeyini kaplayan dokuda bir karsinom
baslar. Karsinomlar genellikle kati timdrler olusturur. Bunlar en yaygin kanser tiradur.
Karsinom ornekleri arasinda prostat kanseri, meme kanseri, akciger kanseri ve kolorektal

kanser bulunur.

Sarkomlar: Vicudu destekleyen ve baglayan dokularda sarkom baslar. Bir sarkom yagda,
kaslarda, sinirlerde, tendonlarda, eklemlerde, kan damarlarinda, lenf damarlarinda,

kikirdakta veya kemikte gelisebilir.

Losemiler: Losemi kan kanseridir. Losemi, saghkli kan hicreleri degistiginde ve
kontrolsiiz bir sekilde buytdiglinde baglar. Dort ana l6semi turd akut lenfositik 16semi,

kronik lenfositik 16semi, akut miyeloid I6semi ve kronik miyeloid l6semidir.



Lenfomalar: Lenfoma, lenfatik sistemde baslayan bir kanserdir. Lenfatik sistem,
enfeksiyonla micadeleye yardimci olan bir damar ve bez agidir. iki ana lenfoma tir

vardir: Hodgkin lenfoma ve Hodgkin olmayan lenfoma [16].

2.2 Kolon Kanseri

Dinya capinda ortalama yasam standartlarini iyilestiren ve hastaliklarin tani ve
tedavisini 6nemli Olctide gelistiren yeterli saghk hizmetlerine erisimin arttigi bir ¢agda
yasiyoruz. Bu Onlemler, dinyanin birgok bdlgesinde ortalama yasam beklentisini
etkilemistir. Bununla birlikte, bulasici hastaliklardan 6lim oranlari, bu tibbi gelismelerin
bir sonucu olarak kiiresel olarak gelismesine ragmen, son 40 yilda kansere bagli 6lum orani
yaklasik %40 artmistir. Kolorektal kanser 1950'de oldukc¢a nadirdir, ancak bati Glkelerinde
halen kansere bagli mortalitenin yaklasik %10'unu olusturan baskin bir kanser haline
gelmistir. Bu artan insidans: agiklayan nedenler arasinda bat: tilkelerinde yaslanan nifus,
kotu beslenme aliskanliklarinin, sigara igmenin, disuk fiziksel aktivitenin ve obezitenin
fazlalasmas: sayilabilir. Insidanstaki degisim sadece sporadik hastalik oranlarinda degil
aym zamanda bazi ailevi kanser sendromlarinda da gorilmektedir. Gergekten de
Helicobacter pylori enfeksiyonu (mide kanserinin nedensel bir faktord) oranlarinin énemli
6lclide dustiigli g6z 6nune alindiginda, su anda kolorektal kanser Lynch sendromunun
(kahtsal polipozis olmayan kolorektal kanser tipi) baskin bir sunumudur, oysa bu
sendromun tasiyicilari ¢cogunlukla mide kanserinden etkilenmistir [2-4]. Kolon kanseri,
bagirsaga lokalize edildiginde yiksek oranda tedavi edilebilen ve siklikla iyilestirilebilen
bir hastaliktir. Cerrahi tedavinin birincil seklidir ve hastalarin yaklasik %50'sinde iyilesme

ile sonuclanir.

65-74 yas aras1 daha yaygin gorulir, kadinlarda daha sik gorulir [19]. Kolorektal
kanser, kadinlarda ve erkeklerde sirasiyla ikinci ve Gglnci en yaygin kanserdir. Bununla
birlikte, bu patoloji, obezite, sedanterizm, kotl beslenme aliskanhklar: (yuksek yag ve
protein orani yuksek), sigara icme ve nufusun ilerleyici yaslanmas: gibi risk faktorleri
nedeniyle gen¢ hastalarda daha sik teshis edilmektedir. Kolorektal kanserli hastalarda

klinik tablo, bulundugu yere, biykligun yani sira metastazlarin varligina veya yokluguna



baghdir. Klinik tablo, karin agrisi, kronik bagirsak aliskanliklarinin degistirilmesi, bagirsak
hareketlerindeki degisiklikler, istemsiz kilo kaybi, bulanti, kusma, halsizlik, istahsizlik ve
abdominal distensi gibi semptomlar: igerir [20]. 2012 yilinda 614.000 kadina (tum yeni
kanser vakalarinin %9,2'si) ve 746.000 erkege (yeni kanser vakalarinin %10'u) diinya
capinda kolorektal kanser tamist konmustur [21]. Sirveyans, Epidemiyoloji ve Nihai
Sonuglar programina gore, Amerika Birlesik Devletleri'nde 2015 yilinda tahmini olarak
132.700 yeni kolorektal kanser vakasi vardi. Bu, tim yeni kanser vakalarinin %8'ini temsil
etmektedir ve bu hastaliktan 6lim oran1 8.1 / 100.000 olan, 49.700 kisi oldugu tahmin
edilmektedir. Esas olarak gelismis bolgeleri (25.1 / 100.000 oranda) etkilerken, bu oran
gelismemis bolgelerde (3.9 / 100.000 oranda) 6nemli Olciide dusuktur [21]. Buna gore
olgularin fazlasi diunyanmin daha gelismis bolgelerinde ortaya g¢ikmaktadir. Kolorektal
kanser (CRC) ABD'de en sik gorilen dordunci kanser ve ikinci 6lim nedeni olan kanser

taradur.

2018'de ABD'de kolon kanserinden tahmini yeni vakalar ve 6ltmler: [22]
Yeni vakalar: 97,220 (sadece kolon kanseri).

Olumler: 50,630 (kolon ve rektal kanserler).

Primer ve metastatik kolorektal kanser icin yeni tedaviler gelistirilmistir ve sunlar1 igerir:
birincil hastalik icin laparoskopik cerrahi; ornegin karaciger ve akcigerleri etkileyen
metastatik hastaligin rezeksiyonu; rektal kanser ve bazi metastatik hastaliklar icin
radyoterapi ve neoadjuvan ve palyatif kemoterapi [23-25]. Cerrahi ve medikal
tedavilerdeki gelismelere ragmen, son on yilda tedavi oranlar: ve uzun sireli sagkalim ¢ok

az degismistir.
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Sekil 2.2. Sekil Kolon kanser belirtileri ve evreleri.

2.2.1. Cografik Degisimler

Dinya capinda kolorektal kanser, erkeklerde tim kanserlerin %9,4'Un0 ve
kadinlarda %210,1'ini temsil etmektedir. Bununla birlikte, kolorektal kanser, Dlinya ¢apinda
esit sekilde yaygin degildir [26]. Kolorektal kanserin kiresel dagiliminda blyik bir cografi
fark vardir. Kolorektal kanser esas olarak bati kiltird olan gelismis ulkelerin bir
hastaligidir [26]. Aslinda gelismis Ulkeler tim vakalarin %63'tnden sorumludur [27].
Insidans orani, en yiiksek oranlara sahip ulkeler ile en diisiik oranlara sahip (lkeler
arasinda 10 kat fark vardir. [28,29]. Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya, Yeni Zelanda
ve Bati1 Avrupa’daki her 100.000 kiside 40’tan, Afrika’da ve Asya’nin bazi bélgelerinde



her 100.000°de 5’ten azdir [30]. Bununla birlikte, bu insidans oranlari, belirsizlik egilimine

duyarl olabilir; gelismekte olan ulkelerde yliksek derecede eksik raporlama olabilir.

2.2.2. Risk Faktorleri

Kolorektal kanser gelisimine iliskin risk faktorleri arasinda, %35'in kalitsal
faktorlerle aciklanabilecegi tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, ailede gorilen
kolorektal kanser riskinin yani sira kolon veya rektum kanseri, ailesel adenomatoz
polipozis (FAP) gibi kahtsal hastaliklar; Lynch sendromu olarak bilinen polipozsuz kalitsal
kolon kanseri ile de buytk olgiide ilgilidir [31]. Artan yas, cogu kanser icin en 6nemli risk
faktortdur.

2.2.2.1. Degistirilemez Risk Faktorleri

Kolorektal kanser insidansi ile birkac risk faktord iligkilidir. Bir bireyin kontrol
edemedigi olanlar yas ve kalitsal faktorleri icerir. Ek olarak, énemli sayida cevresel ve
yasam tarzi risk faktori, kolorektal kanserin gelisiminde onemli bir rol oynayabilir;

degistirilebilir risk faktdrleri bir sonraki bélimde ele alinacaktir.

2.2.2.1.1. Yag

Kolorektal kanser tanisi olasiligi, 40 yasindan sonra artar, 40 yasindan itibaren
giderek artar, 50 yasindan sonra keskin bir sekilde artar [30, 31]. Kolorektal kanser
vakalarinin %90'1ndan fazlasi 50 yas ve Usti Kisilerde gortlur [31, 32]. insidans orani, 60
ila 79 yaslar arasindaki, 40 yasindan kicuklere oranla 50 kat daha yiksektir [31, 33].
Ancak, kolorektal kanser genc¢ insanlar arasinda artmaktadir [34, 35]. Aslinda, Amerika
Birlesik Devletleri'nde, kolorektal kanser, 20 ila 49 yas arasindaki kadin ve erkekler

arasinda en sik teshis edilen 10 kanserden biridir [36].
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2.2.2.1.2. Adenomatoz Poliplerin Kigisel Tarihi

Kolorektumun neoplastik polipleri, yani tip ve villoz adenomlar, kolorektal
kanserin prekirsor lezyonlaridir [27]. Yasam boyu kolorektal adenoma gelisme riski ABD
populasyonunda yaklasik %19'dur [37]. Sporadik kolorektal kanserlerin yaklasik %95'i bu
adenomlardan gelismektedir [33]. Adenom Oykusi olan bir birey, daha 6nce adenom
Oykusu olmayan bireylerden daha fazla kolorektal kanser gelistirme riskine sahiptir [38].
Adenomlardan malignite gelisimi igin genellikle 5 ila 10 y1l olarak tahmin edilen uzun bir
gecikme suresi gerekir [38, 39]. Malign transformasyon 6ncesi bir adenomun saptanmasi
ve cikarilmas: kolorektal kanser riskini azaltabilir [40]. Bununla birlikte, adenomatous
polip veya lokalize karsinomun tamamen c¢ikarilmasi, kolon ve rektumun herhangi bir

yerinde metafonkoz kanserin gelecekteki gelisme ihtimalinin artmasiyla iliskilidir [38].

2.2.2.1.3. Inflamatuar Bagirsak Hastaliginin Kisisel Tarihi

Inflamatuar bagirsak hastahg: (IBH), (Ulseratif kolit ve Crohn hastaligim
tanimlamak icin kullanilan iki terimdir. Ulseratif kolit, kolon ve rektum mukozasinda
iltihaplanmaya neden olur. Crohn hastaligi, bagirsak duvarimin tam kalinliginin
iltihaplanmasina neden olur ve agizdan anusa kadar sindirim sisteminin herhangi bir
bolumund icerebilir. Bu kosullar bir bireyin kolorektal kanser gelistirme riskini
arttirmaktadir [32]. Inflamatuar bagirsak hastaligi olan hastalarda goreceli kolorektal
kanser riski 4- 20 kat arasinda tahmin edilmistir [27]. Bu nedenle, yaslarina bakilmaksizin,

IBH olan bireylerin kolorektal kanser igin daha sik taranmas: tesvik edilir.

2.2.2.1.4. Kolorektal Kanser veya Adenomatoz Poliplerin Ailesel Tarihi

Kolorektal kanser vakalarinin cogunlugu kolorektal kanser veya predispozan
(hastaliga yatkinlik) bir hastalik éykist olmayan Kisilerde ortaya ¢ikar. Bununla birlikte,
kolorektal kanser gelisen kisilerin %20'sine kadar bu hastaliktan etkilenen diger aile
uyeleri bulunmaktadir [30, 41]. Bir veya daha fazla birinci dereceden akrabalarinda
kolorektal kanser veya adenomatoz polip 6ykisu olan Kisiler risk altindadir. 60 yasindan
kiicuk herhangi bir birinci dereceden akrabalarinda kolorektal kanser veya adenomatoz
polip dykusl gibi aile dykisl gicli olanlarda daha yiiksektir veya herhangi bir yasta iki

veya daha fazla birinci derece akrabada kolorektal kanser veya adenomatoz polip ¢ykusu
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olanlarda daha yuksektir [42]. Riskin artmasinin nedenleri agik degildir, ancak kalitsal
genler, paylasilan cevresel faktorler veya bunlarin bir kombinasyonu nedeniyle ortaya
¢ikmaktadir.

2.2.2.1.5. Kalitsal Genetik Risk

Kolorektal kanserlerin yaklasik %5 ila 10'u bilinen kalitsal kosullarin bir sonucudur
[43]. En sik gorulen kahtsal durumlar, ailesel adenomatoz polipozis (FAP) ve Lynch
sendromu olarak da adlandirilan kahtsal nonpolipozis kolorektal kanserdir (HNPCC).
Kalitsal kolorektal kanser turlerinden sorumlu olan genler tanimlanmistir. HNPCC, DNA
onarim yolunda yer alan genlerdeki mutasyonlarla, yani HNPCC'li bireylerde sorumlu
mutasyon olan MLH1 ve MSH2 genleriyle iliskilidir [30, 44]. FAP, tiimor baskilayici gen
APC'deki mutasyonlardan kaynaklanir [29].

HNPCC, kolorektal Kanserlerin~2 ila %6'sin1 olusturabilir [30, 32]. Tanis1 konulan
HNPCC ile iligkili mutasyonlara sahip kisilerde yasam boyu kolorektal kanser riski, %70
ila 80 [45, 46] kadar yuksek olabilir ve ortalama 40 yaslarinin ortalarinda teshis yasi [32]
olabilir., MLH1 ve MSH2 mutasyonlar1 ayrica uterus kanseri, mide, ince bagirsak,
pankreas, bobrek ve Ureter [30] gibi bazi ekstrakolonik maligniteler de dahil olmak Uzere
diger kanserlerin nispi riskinin artmasiyla iliskilidir. FAP, tum kolorektal kanser
vakalarinin %21'inden azimi olusturur [30, 32, 39]. Sadece birka¢ adenom gelistiren
HNPCC'li bireylerin aksine, FAP'l1 insanlar karakteristik olarak genellikle nispeten genc
yasta yuzlerce polip gelistirir ve bu adenomlarin bir veya daha fazlas: tipik olarak 20
yasindan énce malign transformasyona ugrar [22]. 40 yasina gelince, bu rahatsizlig: olan
hemen hemen tiim insanlar kolon cikarilmazsa kanser gelistirmis olacaklardir [30, 32].
APC ile iliskili polipoz kosullari otozomal dominant sekilde kalitsaldir. APC ile iliskili
polipoz kosullar: olan bireylerin yaklasik %75 ila 80'i etkilenmis bir ebeveyne sahiptir.
Etkilenmis bir ailede hastaliga neden olan bir mutasyon tanimlanirsa dogum oncesi test ve

preplantasyon genetik tan1t mimkundur [47].
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2.2.2.2. Cevresel Risk Faktorleri

Kolorektal kanser, yaygin olarak genis bir yelpazede siklikla tanimlanmamis
kilturel, sosyal ve yasam tarz: faktorlerini icermek (zere genis bir sekilde tanimlanmis
olan “cevre” olarak gevresel bir hastalik olarak kabul edilir. Boylelikle kolorektal kanser,
degistirilebilir nedenlerin kolayca tanimlanabildigi baslica kanserlerden biridir ve teorik
olarak onlenebilir vakalarin biyuk bir kismudir [26, 48]. Cevresel risk kanitlarindan
bazilari, go¢gmenlerin ¢alismalar: ve yavrular: ile ilgilidir. Dustk riskli ve yiksek riskli
ulkelere gocler arasinda, kolorektal kanserin goriilme oranlari, ev sahibi tlkenin nufusunun
tipiklerine gore artma egilimindedir [27, 48]. Ornegin, Giiney Avrupa'daki go¢menlerin
Avustralya'ya ve Japonlarin Hawaii'ye go¢ etmeleri arasinda kolorektal kanser riski mensei
ulkedeki nifus ile karsilastirildiginda artmistir. Aslinda, Japon gog¢menlerin Amerika
Birlesik Devletleri'ndeki yavrularinda kolorektal kanser insidansi, su anda beyaz
populasyondakilere yaklasmakta veya asmaktadir ve Japonya'daki Japonlardan U¢ veya
dort kat daha yuksektir [26, 30]. Go¢ disinda, kolorektal kanser insidansindaki farkliliklar:
etkileyen baska cografi faktorler de vardir. Bunlardan biri kentsel konuttur. Insidans kent
sakinleri arasinda sirekli olarak daha yuksektir. Bir kentsel alanda su anki ikamet yeri,
kentin dogum yerinden daha gucli bir risk gostergesidir [27]. Kentsel alanlarda bu asirt
insidans erkeklerde kadinlardan daha fazla, kolon kanseri icin ise rektal kanserden daha
belirgindir [26].

2.2.2.2.1. Beslenme Uygulamalar:

Diyet, kolorektal kanser riskini giclu bir sekilde etkiler ve gida aliskanliklarindaki
degisiklikler bu kanser yukinin %70'ini azaltabilir [49]. Yagh yuksek diyetler, dzellikle
hayvansal yaglar, kolorektal kanser icin 6nemli bir risk faktérudir [26, 27]. Yagin olas: bir
etiyolojik faktor olarak gosterilmesi, safra tuzlarini potansiyel olarak kanserojen N-nitroso
bilesiklerine parcalayabilen bir bakteri florasinin gelisimini destekleyen tipik Bati diyeti
konseptiyle baglantilidir [50]. Kolorektal kanser gelisiminde yiiksek et tiketimi de etkili
olmustur [50, 51]. Et tuketimi ile pozitif iliski, kolon kanseri icin rektal kanserden daha
gucludur [50]. Kirmiz: et tiketiminin kolorektal kanser ile pozitif bir iliskisi icin potansiyel
temel mekanizmalar arasinda kirmizi ette hem demirin varligi bulunur [51, 52]. Ek olarak,

baz1 etler ylksek sicakliklarda pisirilir, sonucta her ikisinin de kanserojen 6zelliklere sahip
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olduguna inanilan heterosiklik aminler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin [51, 53]
uretilmesiyle sonuclanir. Ayrica, bazi arastirmalar meyve ve sebzelerde disuk diyet
yapanlarin kolorektal kanser riskinin daha yiiksek olabilecegini gostermektedir [32]. Diyet
lifi alimindaki farkliliklar kolorektal insidans oranlarindaki cografi farkliliklardan sorumiu
olabilir [27]. Ornegin, Afrika ve Batil tilkeler arasindaki kolorektal kanser oranlarindaki
farkliliklar: hesaba katan diyet lifi teklif edilmistir- diyet lifi aliminin artmasi disk: icerigini
seyreltebilir, digk1 yiginini artirabilir ve transit suresini azaltabilir [30].

2.2.2.2.2. Fiziksel Aktivite ve Obezite

Yasam tarziyla ilgili cesitli faktorler kolorektal kanserle iliskilendirilmistir.
Degistirilebilir ve birbiriyle iliskili iki risk faktorunin, fiziksel hareketsizlik ve asir1 vicut
agirhginin, kolorektal kanserlerin yaklasik dortte Gglin olusturdugu bildirilmektedir.
Genel olarak daha yuksek fiziksel aktivite seviyelerinin, riskle ters orantil: olarak fiziksel
aktivitenin sikligi ve yogunlugu ile birlikte doz-cevap etkisinin kamiti dahil olmak Uzere,
daha dusuk kolorektal kanser riski ile iliskili olduguna dair cok sayida kanit vardir [26, 38,
54].

Duzenli fiziksel aktivite ve saglikli bir diyet kolorektal kanser riskini azaltmaya
yardimct olabilir, ancak kanitlar rektal hastaliga gore daha guclidir [30, 55]. Fiziksel
aktivite azalmas: ve kolorektal kanser arasindaki iliskiden potansiyel olarak sorumlu olan
biyolojik mekanizmalar aciklanmaya baslandi. Sirekli orta derecede fiziksel aktivite
metabolik hizi arttirir ve maksimum oksijen alimini arttirir [38]. Uzun vadede, bu tir
aktivitenin duzenli streleri, viicudun metabolik etkinligini ve kapasitesini arttirmanin yan
sira, kan basincini ve insilin direncini azaltir [54]. Ek olarak, fiziksel aktivite bagirsak
hareketliligini arttirir [30]. Gunlik rutinlerde fiziksel aktivitenin olmayisi, kolorektal
kansere bagl diger bir faktor olan erkek ve kadinlarda sismanlik insidansindaki artisa
baglanabilir [38, 56]. Asirt kilolu veya obez olmanin, Ozellikle artan dolasimdaki
ostrojenlerin ve azalmis insulin duyarliliginin birgok biyolojik korelasyonunun kanser
riskini etkiledigine inanilmaktadir ve 6zellikle genel vicut adipozitesinden bagimsiz olarak
abdominal adipozite ile iliskilidir [38]. Bununla birlikte, asir1 kilo ve obezite ile iliskili

artan risk, yalnizca artan enerji alimindan kaynaklamyor gibi gérinmemektedir; metabolik
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verimlilikteki farkliliklart yansitabilir [38]. Arastirmalar, enerjiyi daha verimli kullanan

bireylerin kolorektal kanser riskinin daha duslk olabilecegini gostermektedir [26].

2.2.2.2.3. Sigara

Sigara igiciligi ile akciger kanseri arasindaki iligski ¢ok iyi kurulsa da sigara igilmesi
de kolon ve rektuma son derece zararlidir. Kanitlar, kolorektal kanser olumlerinin
%212'sinin sigaraya atfedildigini gostermektedir [57]. Titunde bulunan kanserojenler kolon
ve rektumdaki kanser buyumesini arttirmakta ve bu kanser ile tant konma riskini
arttrmaktadir [32]. Kolorektal kanser olimlerinin %12'sinin sigaraya atfedildigi tahmin
edilmektedir [57]. Sigara i¢cmek, kolorektal kanserin bilinen 0Onci lezyonlari olan
adenomatoz poliplerin olusumu ve biylime hizi igin 6nemlidir [58]. Kolon ve rektumda
bulunan daha biiytk polipler uzun siireli sigara iciciligi ile iligkiliydi. Kanitlar ayrica sigara
icen kadin ve erkeklerde kolorektal kanser insidansimin daha erken yasta oldugunu
goOstermektedir [57,59].

2.2.2.2.4. Agirt Alkol Tuketimi

Sigara icmede oldugu gibi, duzenli alkol tiiketimi, kolorektal kanser gelistirme riski
ile iligkili olabilir. Alkol tlketimi, gen¢ yasta kolorektal kanserin baslangicinda bir
faktordur [57, 59] ve ayrica distal kolondaki tlmdrlerin orantisiz bir sekilde artmasidir
[55]. Asetaldehit gibi alkoliin reaktif metabolitleri kanserojen olabilir. Ayrica sigara ile
etkilesimi vardir [57]. Tutin, DNA varhiginda alkol varliginda daha az etkili bir sekilde
onarilan spesifik mutasyonlara neden olabilir. Alkol ayrica diger kanserojen molekillerin
mukozal hiicrelere penetrasyonunu artiran bir ¢dzlcl olarak da islev gorebilir. Ek olarak,
alkoliin etkilerine prostaglandinlerin Uretilmesi, lipit peroksidasyonu ve serbest radikal
oksijen tarlerinin Uretilmesi aracilik edebilir [60]. Son olarak, ylksek alkol tiketicileri
temel besin maddelerinde diyetleri dustk tutabilir ve bu da dokular1 kanserojen maddeye

duyarl hale getirir [30].
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2.3. Borik Asit

Eser besin bor’u, atom numaras: 5 ve molekil agirligr 10.81 g/mol olan metalloid
ailesine aittir. Bor, iki bol izotopu, B ve 'B'ye sahiptir. Blyuk yakalama profili

nedeniyle, 1°B olaganustl bir nétron emicidir [62, 63].

H\o

B _H
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7
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Sekil 2.3.1. Borik asidin kimyasal yapisi.

Bor, dogada elemental bir form olarak ortaya ¢ikmaz ve kimyas: karmasiktir ve
diger elementlerle birlikte bilesik (boratlar) olusturur [62]. Bor minerallerine sahip en
yaygin kullanilan boratlar Tablo 3.1'de listelenmistir [64, 65]. Bor, yerkabugunda yaygin
olarak bulunan 51. elementtir ve tabiatta hicbir zaman serbest halde bulunmaz. Dogada
yaklasik 230 cesit bor minerali oldugu bilinmektedir. [61]. Besin boru ¢ogunlukla toprakta
ve suda bulunur. Yerylziu kabugunda temel olarak toprakta ortalama 10-20 ppm
konsantrasyonuna sahip olan bor bulunur [66]. ABD, Bati1 Asya, Tlrkiye, Brezilya, Rusya
ve Cin'in bazi bolgelerinde de yiksek miktarda bulunur [62, 67]. Dlnyanin en blyik bor
yataklari, i¢ bolgelerdeki Akdeniz Ulkelerinden Kazakistan'a kadar uzanan bir topografik
bolgededir [67, 68]. Bor, dogada bulunan bir mineral maddedir ve saglik sisteminde yaygin
olarak kullanilmaktadir ve pasif difuizyon sayesinde viicuda uygulandiktan sonra hizla
emilir [69]. Literatirde B'nin insanlar Uzerindeki etkilerini belirlemek icin ¢ok fazla
calisma olmamasina ragmen, mevcut calismalar, B ve bilesiklerinin igme suyuna ve
yiyecege normal maruz kalma altinda insan saghgini olumsuz etkilemedigini gostermistir
[70, 71]. USEPA ve WHO standartlarina gore, B ve bor bilesikleri toksik degildir, ancak
icme ve igcme suyunda sinir degeri 0,3 mg / L'dir, 6zellikle BA ve sodyum boratlar
antiseptik ozelliklere sahiptir [72]. B su, toprak ve bitkilerde bulunur. Kemik saghgiyla
ilgili olarak, giinlik B aliminin 3 Mg / Giin oldugu 6nerilmektedir [73]. Bor mineralinin

Diyet Referans Alim: (DRI) degeri Ulusal Bilimler Akademisi tarafindan belirlenmemistir,
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alinabilecek maksimum seviyeler; yetiskinler igin (>19 yas) 20 mg / glin; ergenler igin (14-
18 yas) 17 mg / gun ve 9-13, 4-8 ve 1-3 yil i¢in sirasiyla 11, 6 ve 3 mg / gun olarak ifade
edilmistir. DSO, yetiskinler igin 1-13 mg / giin giivenilir bir alm aralig: bildirmistir. B
yetersizligi insanlarda sik gériilmez. insanlarda eksikligin 63 giin boyunca giinde en az <1
mg / gin B almi igin yetersiz oldugunu gostermektedir [74]. Olimcul B seviyeleri
hakkinda mevcut bilgiler yetersizdir. B yasam icin dnemli bir elementtir, viicuttan farkl
kaynaklar alir. B ve bilesiklerin viicut tizerindeki toksik etkileri, 6zellikle doku seviyesinde
yeterince arastiriimamistir. Oral yol bor aliminin toksisitesi disuktir. Bor, hizla emilen ve
bobreklerden atilan bir mineraldir. Deney hayvanlarinda ve insanlarda BA ve boraksin
sistemik toksik etkileri nedeniyle kan, doku ve idrardaki B dizeylerinin arttigi ve en
yuksek Bor birikiminin beyin, karaciger, bobrek ve kanda oldugu bildirilmektedir [74].
Borun kalsiyum ve potasyum metebolizmi [75], cyt B5 rediiktaz [8, 76], insulin, strojen,
testosteron, triiyodotironin, tiroksin [77] ve ROS metabolizmasi [78, 79] Uzerinde etkileri
vardir. Ayni zamanda, borun biyokimyasal mekanizmas: hala tam olarak bilinmemektedir.
Simdi, insanlar da dahil olmak tzere hayvanlarda borun biyokimyasal fonksiyonlar: igin
iki varsayim gelistirildi. Birincisi, bor, duizenleyici iyonlarin hormon etkisine, trans
membran sinyaline ve trans membran hareketine yanmiti etkileyen hicre zan
fonksiyonlarinda rol oynayabilir [80]. Ikincisi, bor cesitli enzimatik sistemlerde metabolik

dizeltici olarak gorev yapabilir [81].

Cizelge 2.1 Diinyada en yaygin kullanilan bor iceren bilesikler [64, 65]

Bilesik Renk Bor Yuzdesi Su Coézunurluga
Susuz boraks Beyaz  21.49 2.5556 ¢/100 g (25 °C)
Boraks Renksiz 11.34 5.92 ¢g/100 g (25 °C)
Boraks Penta-Hidrat Beyaz  14.85 3.6 /100 g (20 °C)
Borik Asit Beyaz 17.48 63.5 g/L (30 °C)

Bor Oksit Renksiz 31.06 Az Cozunir
Kolemanit Beyaz  15.78 Az Cozundr

Sodyum Perborat Mono-Hidrat  Beyaz  10.83 15 g/L (20 °C)
Sodyum Perborat Tetra-Hidrat Beyaz  7.03 23 g/L (20 °C)

Uleksit Beyaz  13.33 Az Coziinir
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Deniz suyunda 0.5-9.6 ppm araliginda ortalama 4.6 ppm bor bulunur. Tatl sudaki
bor aralig1 0.01 ila 1.5 ppm arasinda degismekte olup, toprakta yiiksek konsantrasyonlara
sahip bolgelerde bor daha fazla konsantrasyona sahiptir [60]. Bor, gidaya yaklasimin
saglayan ve toprak minerallerinden dogrudan elde edilebilen en enerjik besindir. Borun
diyet kaynaklar: bitkiseldir (sebze, meyve ve kuruyemis). Ayrica, tim ana besin tiplerinde
onemli miktarda bor bulundugunu ve bunun da ¢inko ve bakir gibi temel eser minerallerin
miktarina esdeger oldugu bilinmektedir [82]. Cogunlukla, ananas, cilek ve turuncgil
meyvesi hari¢, zengin bor konsantrasyonu meyvelerde bulunur [83]. Ayrica, yaprakl
bitkiler, kuru meyveler ve sert kabuklar yiiksek miktarda bor icerir [83-86] Bazi

yiyeceklerdeki bor miktarlar1 Cizelge 2.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.2 Bazi yiceklerdeki bor miktar: [83-86]

Kaynak Bor igerigi/100 g Kaynak Bor igerigi/100 g
Badem 2.82 Uzim 2.72
Elma 2.73 Findiklar 2.77
Kayisi 2.11 Bal 0.72
Avokado 1.66 Mercimek 0.74
Muz 2.06 Sut 0.23
Fasulyeler 1.56 Sogan 0.20
Brokoli 2.19 Portakal 0.25
Havuclar 1.39 Seftaliler 0.52
Kaju Fistig 1.15 Yer Fistigi 1.92
Ketcap 1.39 Bugday 2.41
Kereviz 2.47 Armut 0.32
Peynir 0.19 Patates 0.18
Kirazlar 1.47 Kuru Erik 1.18
Nohut 0.71 Kuru Uziim 451
Hurma 1.08 Soya Unu 2.80
Yumurta 0.37 Domates 2.72
Un 0.28 Ceviz 1.63
Ekmek 0.48 Fistik 1.80
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Borun tarihi ¢ok eskidir ve ve 4000 yil Once, altin endustrisinde bir aki olarak
kullanilan boraks Babilliler tarafindan geri alindi. Eski Misirlilar, mumyalama, metalurjik
ve tibbi amaglarla bor kullanimi konusunda iyi bilinir. Cok eski olan bu bulgular
dogrulanmamustir, ancak eski ¢aglardaki bor kullaniminin en dogru kaniti, Arap tuccarlar
tarafindan sekizinci ylzyilda Cin'den Mekke ve Medine'ye borat “tinkar” ticareti olmustur
[87]. Avrupa'daki kuyumcular tarafindan boraks aki kullaniminin kanitlanmis bir baska
kanit1 da on ikinci yuzyilda yasanmistir. En ilkel borat kaynagi Tibet golleri olarak kabul
edilir ve Himalayalar bdlgesinden Hindistan'a tasinir [60, 88]. Tirkiye'de borat Gretimi
1865 yilinda kalsiyum borat madenciligi ile basladi. Benzer dénemde Nevada ve
Kaliforniya'daki Olim Vadisi'nde bazi borat rezervleri tespit edildi. Kaliforniya'daki
Mojave Coli'ndeki boraks yatagi 1913'te bulunmustur [88, 89]. 1960'da Kirka ve
Anadolu'da sodyum boratlar bulunmustur. Turkiye uzun yillar Avrupa borik asit
ureticilerine borat tasiyor [88, 90, 91]. Sonug olarak, Turkiye bugiin dinyanin en buyuk

bor drinleri tedarikgisi olarak biliniyor (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3 Diinyadaki bor rezervleri (milyon ton) [91]

Ulke Toplam rezerv (milyon ton)  Dunyadaki ylzde payi
Arjantin 09 01
Bolivya 19 02
Sili 41 05
Cin 36 04
Kazakistan 15 02
Peru 22 02
Rusya 100 11
Turkiye 563 64
Amerika Birlesik Devletleri 80 09
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2. 3.1. Hayvanlarda ve insanlarda Borun Rolii

Son zamanlarda, borun hayvanlar ve insanlar sagligi igcin muhtemelen gerekli
oldugu dustintlmektedir. Bor, cesitli reaksiyonlarin sentezinde ve metabolizmasinda rol
oynayan hidroksilasyon reaksiyonlarina katilir gibi goriinmektedir [92]. Bor, artrit igin
etkili bir tedavi secenegidir ve kemik, eklem ve kikirdaga etkili bir sekilde kalsiyum
entegrasyonunu arttirarak vakalarin  %95'inde gorilen kemik gelisiminde belirgin
iyilesmeye neden olur. Dahasi, testosteron ve 6strojeni iceren birkag hormonu etkiler [8].
Kanser tedavisi bor nétron yakalama ajanlar ile saglanabilir. Borik asit, in vitro olarak
meme kanseri hiicrelerinin tstesinden gelmek icin ¢cok yararhdir [93]. Borun viicuttaki bazi
kan pihtilagma faktorlerini etkileyebilecegi disuntlmektedir. Bor, konjestif kalp yetmezligi
durumlarindan kaynaklanan problemleri belirgin bir sekilde hafifletebilir. Bor, lipid
birikimini azaltmaya yardimci olur ve kolesteroliin gesitli yollarla giderilmesine yardimci
olur, boylece kan pihtilar1 ve ateroskleroz gibi durumlarin ortaya ¢ikmasi riskini en aza
indirir ve viicudu kalp krizi ve felclere karsi savunur [94]. Ancak bu sonucu dogrulamak
icin daha fazla arastirma yapilmas: gerekmektedir ki bu da kalp hastaligina kars1 savasta
ana bir konfederasyona (is birligine) yol acacaktir. Kompleks yap: ve baglanma
ozelliklerinden dolay: boratlar aldehitler dehidrojenaz, nitrik oksit sentaz, peptidaz, ksantin
oksidaz ve proteazlar gibi enzimler Uzerinde inhibitér etki gostermistir [95]. Bor,
testosteron, ostrojen, glikoz ve insulinin metabolizmasini etkiler. Glikoproteinler,
glikolipidler ve hidroksil grubu olan diger molekuller borik asitle kompleks olusturabilir ve
membranin butinligini dizenleyebilir [12, 96]. Boratlar ayrica kanserde antiinflamatuvar
ve antioksidan ajan, yara iyilesmesi, hastalik kontroll, genotoksisiteyi azaltma ve
mitokondriyal membran aktivitesini modile etmeyi de ortaya koydu [97-99]. Buna ek
olarak, borik asit, pestisitler tarafindan bastirilan asetilkolinesterazi yenilemis [100] ve
ayrica vicudu CCL4 ve diger ajanlar tarafindan induklenen oksidatif strese karsi da
korumustur [101, 102]. Gerekli bor miktarlar: tire 6zgudir ve ayn: zamanda oldukca
degiskendir. Insanlar da dahil olmak uzere ¢ogu tiirde, gerekli miktarda bor miktar: hala

belirlenmektedir.
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2. 3.2. Bor ve Hormonal Etkiler

Bor, steroid hormonlarinin ve 6zellikle seks hormonlarinin metabolizmasini etkiler.
Menopozal kadinlarda erkeklerde duslk testosteron dizeylerini ve Gstrojen dizeylerini
yikseltir [109, 110]. Sonuclar, 2 ay boyunca yapilan agir viicut egzersizinin, profesyonel
olmayan vicut gelistiricilerin testosteron dizeyini bozabilecegini gosterdi, ancak bor
takviyesi bu hormonun seviyesini diizenledi [111]. Bor menopozlu kadinlarda 6strojen
uretimini artirabilir ve tedaviden birkag giin sonra cinsel enerjisini geri alabilir. Vucuttaki
dogal seks hormonlari seviyesini arttirir, bu ylzden farmasotik soliisyon veya hormon
replasman tedavisi ihtiyacint azaltir. Bor, genellikle menopozla iliskili gece terlemeleri ve
sicak basmalar1 gibi belirtileri gosterir ve postmenopozal disiler genellikle viicudun en
onemli sistemlerini ¢cogalabilen hormonal dengesizliklerden muzdarip oldugunu dogrular
[109, 112, 113]. Dahasi, bor takviyeli bir gida verilmesi progesteron hormon tedavisinde,
oositlerdeki kadinlarda germinal vezikil yikimini basarili bir sekilde sagladi [107].
Beslenmede bor alimi kemirgen modelinde D vitamini eksikliginin olumsuz etkilerini
azaltmistir [103]. Mekanizma serumdaki 25-hidroksivitamin D seviyesinin arttirilmasiyla
tahkim (onaylanmstir) edilebilir. Bor takviyesi, hormon replasman tedavisi alan
postmenopozal kadinlarda da 17p-estradiol dlzeyini artirabilir [115]. Ovariektomi
uygulanan sican diyetinde, 5 mg / kg takviye edici bor, 17 growth-estradiol hormon
tedavisinin kemik blylmesi yogunlugu, kemik trabekiler hacmi ve trabekiler ayrilma
Uzerindeki yararh etkilerini 6nemli Olcude iyilestirdi [116]. 17B-estradiyoliin bor ile
formulasyonu, kalsiyum ve magnezyumun emilimini ve tutulmasini 6nemli 6lclde
artirmistir [112]. Sinirli sayidaki veriler, borun insilin rolini destekleyebilecegini
onermektedir. 0,2 mg / kg bor iceren sicanlarin beslenmesinde, 2 mg / kg bor takviyesi
plazma insulin duzeyini dustrdl, ancak kan glukoz konsantrasyonunu degistirmedi [114,
117]. Bor eksikligi olan civcivlerden salinan pankreatik insulin seviyesinin boron yeterli
civcivlerden yaklasik %75 daha fazla oldugu bildirilmistir [117]. Ayrica, bor, kandaki
testosteron ve ostrojen dizeylerinin kurtarilmas: icin zorunludur [104]. Bu nedenle,
hayvanlarda ve insanlarda bor takviyesi dstrojen, testosteron ve dstradiol Uzerinde olumlu
etkilere sahiptir, boron eksikligi ise bu hormonlar Gzerindeki olumsuz etki ile iliskilidir
[113, 114].
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2. 3.3. Bor ve Oksidatif Stres

Organofosfat (OP) bilesikleri, oksidatif strese ve organizmalarda antioksidan
durumdaki degisikliklere neden olur. OP genellikle gida tedariginde insektisit olarak
kullanilir, bu nedenle hem insanlar hem de hayvanlar rutin olarak onlara maruz kalirlar [8].
OP bilesikleri, cok sayida hiicre zar1 bilesenine zarar vererek, dzellikle ROS Uretiminde
toksik etkiler uUretmistir [118]. Son ¢alismalar, yeterli miktarda bor igeren hayvamn OP
insektisitlerinden korundugunu gdstermistir. Bor uygulamasi, OP indiiklenmis oksidatif
stres ve enzim aktivitesinin tersine cevrilmesiyle sonuglanmistir. Ayrica, bor, antioksidan
mekanizmay: gelistirdi ve farelerde farkli vicut organlarint onarmistir [100]. Endotoksin
ile indiklenen oksidatif stres de bor uygulamas: ile tersine dondi. Endotoksin, serbest
radikaller Greterek organlari etkiler ve bor, proteinlerde fonksiyonel ve yapsal
degisikliklere neden olarak organlar1 oksidasyondan koruyabilir [119]. Kemirgen
modelinde elde edilen sonuglar 40 mg / L borun dalaklarin antioksidan kapasitesini
artirabilecegi ve dalak dokusu yapisini arttirabilecegini gostermistir [120]. Son zamanlarda
yapilan bir ¢alismada, kronik alkol tiiketimine maruz kalan boron takviyeli Kkisiler distik
diizeyde oksidatif stres gostermistir [95].

Bor uygulamasinin, oksidanlart nétralize eden glutatyon rezervlerini artirarak
oksidatif stresi azalttigi dusunilmektedir [121]. Ek olarak, bor uygulamasi, GSH
seviyelerini arttirir, boylece malatyonun toksik etkilerini korur [100]. Neonatal nekrotizan
enterokolit rat modelinde, bor takviyesi GSH rezervlerinin silinmesini 6nlemek icin
antioksidan seviyesini artirmistir [122]. Borun ayrica, hicre ici ROS ve Ca' iyon
seviyelerini azaltarak, antioksidan kapasiteyi arttirdigi ve sonucta apoptozu onledigi
dustnilmektedir [95, 96]. Ayrica hepatoselller karsinomda hepatosit hasar1 ve oksidatif
stresin biyokimyasal aktivitesi de bor indiiksiyonu ile tersine cevrilebilir [123]. Insan kan
kultarlerinde bazi boratlarin oksidatif stres ve agir metallerin neden oldugu genotoksisite
uzerindeki etkinligi degerlendirildi. Lenfosit DNA bozuklugunu kontrol etmek igin
mikronukleus (MN) deneyleri ve kardes kromatid degisimi (SCE) yapildi. RBC'deki
oksidatif stres, oksidan / antioksidan ve enzim aktivitesindeki degisikliklerin
degerlendirilmesiyle hesaplandi [99, 124]. SCE, MN, malondialdehit ve glutatyon
frekansinin agir metal induksiyonu ile arttigi bildirildi, ancak boratlar agir metallerin bu

genotoksik ve oksidatif etkilerini basariyla en aza indirdi.
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2. 3.4. Borun Metabolik Etkileri

Borun biyolojik etkileri de canli organizmalarin biyolojik sistemleri izerindeki
borun metabolik etkilerine dayandirilabilir. Borun, hayvanlarin ve insanlarin
metabolizmasina katkida bulundugu  bilinmektedir. Canli  organizmalarda bor,
karbonhidrat, mineraller, enzimler ve hematolojik indekslerin diizenlenmesi ve
metabolizmasini iceren ¢ok sayida mekanizmay: etkiler [125]. Kabu ve ark., Peripartum
donemde sut sigirlarinda serumun (30 g / gun) metabolitleri (kalsiyum, magnezyum,
fosfor) Uzerindeki etkilerini gosteren bir ¢alisma yapmislardir. Serum kalsiyum ve
magnezyum seviyeleri bor takviyesi ile iyilesirken, fosfor metaboliti parametresi tim
gruplarda 6nemli degildi. Sonuclar, sodyum boratin metabolik dengeyi korumak icin
uygun olabilecegini ve buzagilama doneminde sit sigirlarinda hipokalsemi ve
hipomagnezemi gibi metabolik sendromlarin 6nlenebilecegini gdstermektedir [126].
Ayrica sicanlarda boronun plazma kalsiyum ve fosfor (izerindeki [106, 108] ve plazma
magnezyum diizeylerinde [108] pozitif metabolik etkileri belgelenmistir. Ayrica, borun
broilerlerde de belirli metabolik etkileri olmustur [105]. Ayrica, serum metabolitlerinde
hafif artiglar, katmanlardaki disuk dozda bor destegi ile algilanmistir [127]. Hall ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, sicanlarda LDL, TG ve kolesterol duzeyleri
boron eklendikten sonra azalmistir [128]. Bu azalma seviyesi, LDL'nin karaciger ve aort
hiicrelerine baglanmasint ve girisini engelledi. Bu olgunun, ateroskleroz hastalari icin,
kolesteroliin dokulardan cikarilmasina ve lipid birikiminde azalmaya yol acabilecegi icin
yararh oldugu iddia edilmistir [8]. Naghii ve Samman tarafindan yapilan ¢alismada, borik
asitin 2 hafta / glin dozunda 2 hafta boyunca sicanlara verildiginde total kolesterol ve
lipoproteini azalttig: bildirilmistir [110].

Baska bir calismada, broilerdeki borik asit formundaki borun, serum alanin
aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, kreatin kinaz, gama-glutamiltransferaz, laktat
dehidrogenaz, aspartat aminotransferaz enzim aktiviteleri ve kalsiyum, magnezyum, fosfor,
total kolesterol, total protein, total bilirubin, alblmin, globulin, glikoz ve kreatinin
metabolit aktivitesi, LDL, HDL'yi énemli 6lcude etkiledigini gosterdi [129]. Ayrica, boron,
diyabet grubunda instlin ve lipaz aktivitelerini arttirdi ve glikoz ve LDL dizeylerini
anlamli dlzeyde dusurdd. Boylelikle, borun deneysel diyabetlerdeki metabolik indeks

degisiklikleri tizerinde olumlu etkileri olabilir [130]. Bor ayrica negatif enerji dengesinin
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azaltilmasinda ve [-hidroksibutirat, postpartum valin, ¢oklu doymamis yag asidi,
propionat, sitrat, kolin, izobdtirat, kolesterol ve yag asitleri igeren metabolitleri
diizenleyerek dogum sonrast ineklerdeki saghk durumunun iyilestirilmesinde de uygun
goriinmektedir [131].

Sonuglar, pre-partum doneminde glukoz konsantrasyonlarinin daha yuksek
oldugunu ve desteklenmemis bor grubunda postpartum B-hidroksibutirik asit ve glukagon
serum duzeylerinin daha yuksek oldugunu goésterdi. Sodyum borat uygulamasindan sonra,
kandaki toplam kolesterol, trigliserit, HDL, LDL, VLDL, glukoz, insilin ve esterlenmemis
yag asitleri konsantrasyonlar1 azalmistir [94]. Boraks uygulamasi ayrica serum total protein
diizeyini arttirdi ve 4. haftada Simmental ineklerde serum drik asit konsantrasyonunu
disurdd ve deneyin 3. haftasinda serum HDL konsantrasyonunu azaltti. Serum total
kolesterol, beta-hidroksibdtirik asit ve kan (re nitrojen konsantrasyonlar: anlamli olarak
artmigken, esterlenmemis yag asitleri dogumdan sonra 6énemli Olclide azalmistir. Beta-
hidroksibutirik asit konsantrasyonu kontrol grubunda daha fazlaydi, ancak deneyin son
haftasinda boraks grubunda azalmaya basladi. Sonuglar, sodyum borat desteginin erken
laktasyon sirasinda Avusturyali Simmental ineklerin metabolik profili tzerinde olumlu
etkiye sahip oldugunu gdstermektedir [132].

Ayrica, ¢cok az sayida bilimsel veri, borun hematolojik indeksler (zerindeki
etkilerini de gostermistir. Boraksin sicanlarda hemoglobin, beyaz kan hiicresi, hematokrit,
trombosit ve kirmizi kan hicresi sayimini 6nemli 6lcude dizenledigi bildirilmistir. Benzer
sekilde lenfosit, monosit, notrofil ve bazofil sayisi da etkilenmistir [133]. Kabu ve
arkadaslar1 ayrica, buzagilama sirasinda sit sigirlarinda hematolojik parametreler (izerinde
propilen glikol ve metioninin yani sira bor (30 g / gun) eylemlerini de degerlendirmeye
calismiglardir. Bu kombinasyonun tamamlanmasindan sonra monosit, beyaz kan hcreleri,
kirmizi kan hcreleri, lenfositler, granulositler ve trombosit sayisinda hicbir degisiklik
gorilmemistir. Buzagidaki ortalama hiicre hacmi ve hematokrit diizeylerinde anlaml: bir
fark saptandi [94]. Bu calisma, boronun periparturient donemde bazi hematolojik

parametreler Gzerindeki olumlu etkilerini gdstermektedir.
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2. 3.5. Bor ve Kanser Tedavisi

Deneysel ve epidemiyolojik calismalar borik asidin insan prostat kanseri hicreleri
uzerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu gostermistir [134, 135]. Borun bu anti-
kanserojen etkileri NAD ve kalsiyum kanal: Gzerindeki etkisi ile iliskili olabilir. NAD
hiicrelerde kolesterol ve yag Uretimi igin gereklidir [136, 137]. Hiicre sagkalimi, Ca ++ 'nin
hlcrelerin icine ve disina hareketine de baglidir. Hiicre galismasi, NAD / NADP Uretiminin
kesintiye ugradigin etkiler. Borik asidin, konsantrasyona bagli olarak kanser hucrelerinde
NAD dretimini ve Ca ++ salimi degistirdigi bulunmustur. Kanser hucresinin
cogalmasinin boratlarla %30-97 oraninda engellendigi bildirilmistir [134]. Sonuglar ayrica
boratlarin doza bagl etkiler gosterdigini ve bir rododin reseptorii agonisti olan ADP
ribozuna baglanabildigini gostermektedir. Borik asidin, rinodin reseptorindeki bir bélgeye
baglandigi ve bdylelikle Ca + + kanalinin kanser hiicre hatlarinda inaktif hale gelebilecegi
One surulmistur [95]. Ca ++ seviyeleri, kalsiyum kanalinin inaktivasyonuna baglh olarak
azaldiginda, sitoplazmik stres granil Gretimi ve elF2a. / ATF4 yolagi, daha sonra, borik
asitin fizyolojik miktarlar1 ile desteklenmis DU-145 prostat hicrelerinde ortaya
cikmaktadir [138]. Bilim adamlari, borik asidin ayn1 zamanda, kemopreventif ajanlarin,
selenometiyonin ve genisteinin anti-proliferatif etkisini arttirmak icin gerekli oldugunu
bulurken, radyasyon tedavisi ile hiicre ¢ikarilma oranini gelistirdiler [139]. Borik asit,
hiicre proliferasyonunu uyaran ve farklilasmay:r Onleyen ve timor invazyonu ve
progresyonunu inhibe eden TIA-1'i tetikleyen CADPR Ca2 + kanal yolunu engelleyebilir.
Borik asidin tedavisi, timaor hiicresi migrasyonunu ve metastaz ve blytmeyi inhibe ederek
prostat kanseri hatlarini en aza indiren kalretikllini rahatsiz eden GRP78'i guiclendirdi. P53
timor baskilayici icin de kalretikulin (Calreticulin (CRT), Okaryotik hucrelerde yaygin
olarak dagitilan bir proteindir) gereklidir [140].

Bir laboratuar deneyi, boratlara maruz kalmamn kanser tedavisi icin faydali
oldugunu, ¢lnkl hacrelerin blytmelerini durdurmasina ve bu prostat kanseri hicrelerini
dizlestirmesine neden oldugunu ortaya koymustur. Boratlar ayrica hiicrelerin buyimesini
destekleyen sito-kimyasallar, MAPK ve A-E siklinlerinin azaldigini gosterdi. Bu nedenle,
hiicreler daha az yapisma, F-aktin modifikasyonlari, invaziv aktivite ve migrasyon
oldugunu ortaya koymustur [135]. Borik asit, timor hicre hatlarinin LNCaP ve DU-

145'inin dorsantepantent bir sekilde proliferasyonunu baskilad: ve timar hiicresi blyimesi
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Uzerinde iyi bir inhibitor etkiye sahipti. Ayrica, kanser hastalarinda PC-3 timor hiicre
cizgisi inhibe edildi [93]. Kemirgenler LNCaP hiicre ¢izgisi ile asilanmis ve oral olarak
borik asitle beslenmis ve karsilanmamis grup ile karsilagtirilmistir. Timor boyutu 2 ay
boyunca Ol¢uldu. Timor hacmi farelerde %25-38 oraninda azalirken, serum PSA seviyeleri
kontrollere gore %86-88 azalmistir [141]. Ek olarak, bor, prostat kanserinin buytmesi icin
gerekli olan tumordeki insulin biyume faktori-1'i [141] onemli olglide azaltmistir [142,
143]. Bagisiklik sistemi hasar gormis farelerin diyetine borik asit eklendiginde, farelere
nakledilen insan prostat kanseri timort azalan yonde bir egilim gostermistir [141].
Calismalar ayrica borik asit ve fenilboronik asidin aktin dizenlemesini degistirdigini ve
boylece prostat kanseri hicrelerinde migrasyonu azalttigint ortaya koymaktadir.
Fenilboronik asitin timor hicre migrasyonunun daha etkili bir inhibitérd oldugu
bildirilmistir [144]. Ayrica, boronun diyet aliminin, kadinlarda akciger kanseri ve meme
kanseri riskini azalttigi da gozlemlenmistir [145].

Dahasi, boron-10 tarafindan epitermal notronlarin nikleer yakalama reaksiyonunu
kullanan ve bir lokalize nukleer fizyon reaksiyonu ile sonuclanan bor nétron yakalama
terapisi (BNCT) ve daha sonra hiicre 6limi kanser tedavisi icin bir teknik olarak ortaya
cikmistir [146]. Hicrelerin yikimi, bireysel hicrelerin ¢api ile sinirli oldugundan, sadece
notron alaninda buytk miktarda boron birikimi iceren hicreler yok edilir [147]. Ancak,
BNCT'nin genis kapsamli bir kanser tedavisi olarak gelisimi, timor secici boron igeren
ajanlarin bir az olmas: tarafindan engellenmistir [147, 148]. Bu nedenlerden 6tiirdi, sadece
L-boronofenilalanin (BPA) ve sodyum borokaptat (BSH) klinik olarak kullaniimaktadir
[149]. Pek cok bilim adami, bu iki borati bor ajanlari olarak kullanarak BNCT'de ¢ok
sayida etkili klinik calisma gerceklestirmistir. TUmorin seciciliginden dolay: yeni ajanlara
acilen ihtiyac¢ vardir [144]. Son zamanlarda, bor iceren lipozomlar, boronlanmis porfirinler,
boronlanmis DNA aralayicilari, boronlanmis epidermal buyime faktoru, transferrin-
polietilen glikol lipozomlar, antiepidermal blyiime faktor reseptori, BSH flizyonlu hiicre-
penetran Peptid, endotelyal biyume faktort ve vaskiler dahil olmak Gzere bir¢ok bor ajan:
kemirgen modelinde denenmistir. Fakat hicbir ajan BPA ve BSH'yi asmamistir [146, 147,
149]. Boylelikle, bir bor ajani en iyi olarak kabul edilmek icin, kanser tedavisinin
basarisinda belirleyici iyilesme gerektirecektir. BCNT'de timor seciciligini arttirmak igin,

onimizdeki yillarda BPA ve BSH'den daha verimli olan ideal bir bor ajan1 aranmalidir.
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2. 4. Poli (ADP-Riboz) Polimerazlar (PARP)

Poli (ADP-riboz) polimerazlar (PARP'ler), ADP-ribozun hedef proteinlere (poli
ADP-ribosilasyon) transferini katalize etme kabiliyetini paylasan yeni bir enzim ailesidir
[150, 151]. Farkli genler tarafindan kodlanan ve korunan bir katalitik alanda homolojiyi
paylasan PARP ailesinin en az 18 uyesi vardir. Her ne kadar PARP1 ve PARP2 dahil
olmak uUzere bazi izoformlar DNA tamir islemlerine dahil olduklar: icin en iyi sekilde
bilinmesine ragmen, artik bu ve diger PARP'lerin hicre proliferasyonu ve hicre 6lima
dahil olmak Uzere gesitli hiicresel stireclerde 6nemli bir rol oynadiklar: bilinmektedir [150].
PARP icin bir dizi hlcresel substrat tanimlanmistir ve bu proteinlerin ¢ogu, nikleik asit
metabolizmasinda, kromatin yapisinin modilasyonunda, DNA sentezinde ve DNA
onariminda yer alan nikleer proteinlerdir [151]. PARP ayrica DNA iplik kopuslarinin
mevcudiyetinde kendisini otomatik olarak degistirir ve poli ADP ribozun in vivo ana
alicilarindan biridir [2]. PARP1, PARP ailesinin ilk ve en iyi karakterize edilmis Uyesidir.
PARP2, katalitik alaninda %69 benzerlik ile PARPL1 ile en yakindan iliskilidir ve PARP1-
eksik hicrelerde PARP aktivitesinin kaliciligi temelinde tanimlanmastir [150, 152].

Poli (ADP-riboz) polimerazin (PARP) veya daha sonra ADP ribosil transferazin
(ADPRT) gelistirilmesi antikanser tedavisi ile birlikte ilerler. Ilk agiklama, enzim
belirlenmeden 6nce, ilk kemoterapi ajanlart olan DNA alkilleyici ajanlarin, hiicresel NAD
+ 'min tikenmesine bagl olarak glikolizde asiri bir dusise yol actigiydi. ADP-riboz
polimerleri kisa bir sure sonra kesfedildi ve son olarak, sorumlu enzim PARP kesfedildi.
PARP reaksiyonu, NAD + 'nin nikotinamid ve ADP-riboz icine bdlinmesini
katalizleyerek, DNA alkilleyici ajanlari tarafindan zarar gérduginde NAD +' nin hizli bir
sekilde harcanmasini saglar. Reaksiyonun ikinci triini olan nikotinamid, yanitin miitevazi
bir rin inhibisyonuna neden olur. Bu bilgilere dayanarak, ilk PARP inhibitorleri, (¢
pozisyondaki heterosiklik azotun bir benzamid analogu olusturmak (zere karbon ile
degistirildigi nikotinamid analoglariydi. Bu U¢ pozisyondaki degistirmeler iyilestirilmis
cozlnarlikteydi ve 3-ikameli benzamitler, érn. 3-aminobenzamid (3-AB) PARP'in
fonksiyonunun aydinlatiimasina yardimer olmustur. Onemli bir calismada, 3-AB'nin, DNA
alkilasyon maddesi, dimetil sulfat (DMS) ve gelismis DMS sitotoksisitesinin neden oldugu

DNA kopmalarinin tamirini inhibe ettigini gosterilmistir. Bu calisma, PARP
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inhibitorlerinin, kanseri tedavi etmek icin DNA alkilleyici ajanlarla kombinasyon halinde
muhtemel bir avantajini ortaya koymaktadir. Tabii ki artik PARP enzimleri ailesinin
oldugunu biliniyor, ancak PARP1 ve PARP2 DNA onarimi ve kanser terapisinde kullanimi
acisindan hedeflenmektedir, ¢linkii bu enzimler baz eksizyonu onarimi ve tek iplikgik
kopmas: onarimi (BER / SSBR) yoluyla DNA kirilmalarinin onariminda imbrikasyon
fonksiyonuna sahiptir. Son zamanlarda yapilan calismalarda, PARP3'Un DNA ¢ift sarmal
kopmalarina yanit olarak PARP1 ile birlikte ¢alistigi gosterilmistir [153]. PARP enzim
ailesi PARP-1'den ve yakin zamanda tanimlanmis poli (ADP-ribosil) enzimlerinden olusur.
PARP-1 veya PARP ayrica poli (ADP-riboz) sentetaz veya poli (ADP-riboz) transferaz
olarak da adlandirilir. Serbest radikallerin neden oldugu DNA tek iplik kopmasi ve nitrik
oksit ile gicli oksidan peroksinit, nitrik oksit ile stperoksit reaksiyonunun Grinddar.
PARP, cogu hiicre tipinde yapisal olarak eksprese edilen zengin (50 niikleozom basina
yaklasik bir enzim molekild) bir enzimdir. DNATin sag uclar ve 3’ tek tabanlh ¢ikintilar
icin yuksek bir baglanma afinitesine sahip olan bu enerji tiketen enzimin, DNA
onariminda yer aldig: distintlmektedir [154].

Sekil 2. 4.1. DNA onarim: ve PARP’1n asir aktivasyonu.

DNA hasarinin yogunlugu PARP aktivasyonunu ve hicresel sagkalimi belirler. Kugik
DNA hasari, PARP aktivasyonunu tetikleyerek DNA onarimini ve hiicresel sagkalimi
kolaylastirir. DNA hasari’nin onarilamamasi, p53'e bagl apoptotik yolu aktive eder. Ana
DNA hasari, hicresel NAD + / ATP depolarin: tiiketen asirt PARP aktivasyonunu
tetikleyebilir. NAD + / ATP tikenmesi apoptozu bloke eder ve nekrozla sonuclanir.
PARP'1n inhibisyonu, hicresel enerji depolarini ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan
apoptozu onarmayi onler ve korur.
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DNA onarim enzimi poli (ADPribose) polimeraz (PARP), iyi huylu dokulara ve
hicrelere kiyasla tumor hicrelerinde daha ylksek seviyelerde eksprese edilir, dolayisiyla
PARP, timore 0zgu bir tedavi hedefini temsil edebilir. Dahasi, hizli bolunen kanser
hicrelerine DNA-onarimi ile yardim ederken, PARP apoptotik hiicre 6lumint 6nler [155].
Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), DNA hasarina hiicresel yanitta rol oynayan nikleer
bir enzimdir. DNA kirilmalarinin, PARP'1n aktivasyonu igin zorunlu tetikleyiciler
olduguna inaniimaktadir. Bu DNA kopmalari, oksidatif ve nitrosatif stres gibi cesitli
cevresel uyaranlarla tetiklenir. DNA iplik kopmalariyla yuzlesmek tzerine PARP,
NAD'nin nikotinamid ve ADP-riboz igine bdlinmesini katalize eder ve daha sonra,
PARP'nin kendisi de dahil olmak Uzere nukleer proteinlere kovalent olarak baglanan
ADPribose polimerlerini sentezlemek igin ikincisini kullanir. DNA hasar1 hafif oldugunda,
PARP’1n etkisi, hicrenin hayatta kalmasini tesvik eder. DNA hasar1 siddetli oldugunda,
PARP aktivasyonu hiicre islev bozukluguna veya 6lime neden olan hicresel enerjik
rahatsizliklara neden olabilir. PARP'in bir genetik bozuklugu veya bu enzimin
farmakolojik inhibisyonu, iltihaplanma, sok, felg, miyokard iskemisi / reperfiizyonu
uzerinde faydal etkilere sahiptir ve otoimmin diyabetin baslamasint 6nler. PARP halen,
gen transkripsiyonunun dizenlenmesinde de bir rol oynamaktadir. Nukleer faktor-kB (NF-
kB), p53 ve AP-1 dahil olmak Uzere birkac transkripsiyon faktori PARP ile etkilesime
girer ve onun tarafindan duzenlenir. Kanitlar, oksidatif ve nitrosatif stresin, diyabetik
hayvanlardan retinalarda normalden daha yuksek oldugunu, dolayisiyla potansiyel olarak
PARP'yi aktive ettigini ve diyabetik retinopatinin patogenezine katkida bulundugunu
gostermektedir. Son arastirmada, retinadaki PARP aktivitesinin diyabette arttigim ve
PARP inhibisyonunun, diyabetik retinopatinin erken lezyonlarinin  blydmesini
engelledigini tarif edin. PARP inhibisyonunun bu faydali etkilerine, en azindan kismen

NF-kB'nin dizenlenmesi yoluyla aracilik edilir [156].
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2. 4.1. DNA Hasarina Bagh PARP'lann Yapisi ve Mekanizmasi

PARP (st ailesinin t¢ tyesi, DNA hasari ile etkilesime girerek katalitik olarak
aktive edilir: PARP-1, PARP-2 ve PARP-3. PARP’1n DNA hasarina hiicresel tepkisi uzun
zamandir takdir edilmistir ve aktif olarak gelismeye devam etmektedir. Bilinen genel bir
model, DNA hasarina bagli Parp'lerin zarar tespiti strecinde erken hareket ettigini ve
bunun da PARP Kkatalitik aktivasyonuna ve PAR Uretiminin artmasina neden oldugunu
gOstermektedir. Hasar yerinde PARP varligi ve etkinligi daha sonra onarim isleminin
verimliligini ve onarim yolunun segimini sunabilir. DNA hasarina bagli PARP'larin ve
urettikleri  PAR modifikasyonunun temel rolii, hasar alamna onarim faktorleri
kazandirmaktir. PARP ile etkilesime aracilik eden onarim proteinlerinde ve PAR sentez
bolgelerine alimda cesitli motifler ve alanlar taninmigtir. Bir sinirlayict platform olarak
hizmet veren PAR'a ek olarak, bir hasar bolgesinin yakininda bulunan tamir ve kromatinle
iliskili faktorlerin PAR modifikasyonunun, hedeflenen proteinlerin katalitik 6zelliklerini ve
kromatinin yerel yapisini degistirmesi beklenir. Bununla birlikte, PARmedite protein
fonksiyonunun dizenlenmesi ile ilgili ayrintili gorusler genel olarak eksiktir. Ve PARP'In
DNA hasar cevabina katilimz i¢in genel bir model olusturulmus olmasina ragmen, PARP'1n
katilimiyla ilgili molekdler detaylar acikca belirlenememistir, bu da PARP'1in belirli onarim
adimlarina katilimini ve birkag PARP'1In onarim yolu se¢imine katkisini anlamamizi
stnirlamistir. Son yillarda yapisal ve biyokimyasal calismalar, PARP-1'in DNA onarimina
katiliminin ilk asamalarina iliskin temel bilgiler saglamistir (Sekil 4.2). DNA hasarina
bagli PARP'ler benzer Katalitik alan yapilarina sahiptir, ancak DNA hasarina temas eden

alanlarda bir miktar degisiklik gosterirler [157].
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Sekil 2.4.2. Kanser tedavisinde PARP inhibitorlerinin etki mekanizmasi.

(@) PARP, IR, TMZ ve topo | zehirlenmesinden kaynaklanan ve hiicrenin hayatta
kalmasina izin veren DNA hasarinin onarimini tesvik eder. PARP inhibe edilirse onarim
yetersiz kalir ve DNA hasar1 hiicre 6limune yol agmaya devam eder. (b) BER ve HRR,
endojen DNA hasarinin onariminda birbirini tamamlar. BRCA1 veya BRCA2'nin (veya
HRR'nin herhangi bir bileseninin) kaybi, genomik kararsizliga ve tumor gelisimine yol
acabilir. Bu tar tamor hicreleri, PARP inhibe edildiginde hicrenin DNA'sin1 yeterince
tamir edememesi ve 6lmesi icin endojen DNA hasarinin onarimi i¢in PARP'ye daha fazla
bagimli hale gelir.

2.5. Vaskiler Endotelyal Biyume Faktori (VEGF)

Baslangicta vaskiler gecirgenlik faktort (VPF) olarak bilinen vaskuler endotelyal
blylme faktori (VEGF), kan damarlarinin olusumunu uyaran hiicreler tarafindan Gretilen
bir sinyal proteinidir. VEGF ailesi memelilerde bes tyeden olusur: VEGF-A, plasenta
blylme faktort (PGF), VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-D. Sonuncular VEGF-A'dan daha
sonra kesfedildi ve kesiflerinden 6nce VEGF-A'ya sadece VEGF adi verilmistir. Spesifik
olarak, VEGF, sistin-digim biylme faktorlerinin trombosit kaynakli biyume faktori
ailesinin bir buyume faktorleri alt ailesidir. Hem vaskiilojenezde (embriyonik dolasim
sisteminin de novo olusumu) hem de anjiyogenezde (6nceden mevcut vaskulatiirden kan
damarlarinin  buytumesi) rol oynayan oOnemli sinyal proteinleridir. VEGF, VEGF
reseptorleri ile etki eder: VEGFR-1 ve VEGFR-2. Bunlar, dncelikle vaskiler endotel
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hicrelerinin ylzeyinde eksprese edilen tirozin kinaz reseptorleridir. VEGFR-1 reseptorleri,
embriyogenez sirasinda kan damarlarinin olusumunda ¢ok Onemli bir role sahipken,
endotel hucreleri Uzerindeki VEGFR-2 reseptorleri, VEGF molekulleri tarafindan
indliklenen mitojenik sinyalleri iletir [170].

Kan dolasimi yetersiz oldugunda hipoksik durumlarda oldugu gibi dokulara oksijen

alinimini onaran sistemin bir parcasidir [171]. Bronsiyal astim ve diabetes mellitusta serum
VEGF konsantrasyonu yuksektir [172]. VEGF'nin normal islevi, embriyonik gelisim
sirasinda yeni kan damarlari, yaralanma sonrasi yeni kan damarlari, egzersiz sonrasi kaslar
ve tikali damarlar1 atlamak igin yeni damarlar (kollateral dolagim) olusturmaktur.
Vaskuler endotel blytme faktori (VEGF), timor vaskulatirinin gelisiminde rol oynayan
en 6énemli anjiyojenik faktorlerden biridir. Kanserler, yeterli kan akimi olmadan sinirl bir
blyukligln oOtesinde buylyemez; VEGF'yi eksprese edebilen kanserler buytyebilir ve
metastaz yapabilir. VEGF'nin asir1 ekspresyonu, gozin retinasinda ve vicudun diger
kisimlarinda vaskuler hastaliga neden olabilir. Aflibercept, bevacizumab, ranibizumab ve
pegaptanib gibi ilaclar VEGF'yi inhibe edebilir ve bu hastaliklar1 kontrol edebilir veya
yavaslatabilir [172].
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3. MATERYAL METOT

Bu ¢alismanin hiicre kiltiirt kismi Usak Universitesi Bilimsel Analiz ve Teknolojik

Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde,

gerceklestirildi.

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Hucre Kiltard Arastirma Laboratuvarinda

Deney calismalarina kullanilan cihazlar ¢izelge 3.1 de belirtilmistir:

Cizelge 3.1 Kullanilan cihazlarin listesi, marka-modeli ve kullanim yeri

Cihaz Markasi Kullanim Yeri
Molekdiler Biyokimya Laboratuvari
+4 °C Buzdolabi Vestel
Hicre Kiltlru Arastirma Laboratuvar:
-80 °C Buzdolab1 Wisecryo

CO2’li inkubator

Heal Force Smart Cell

Hucre Kultird Arastirma Laboratuvar

Hassas Terazi

Precisa

Hucre Kultlrt Arastirma Laboratuvar:

Inverted Mikroskop

Nikon Eclipse TS100

Hucre Kultird Arastirma Laboratuvar

Laminar Akis
Kabini

Biohazard Safety Cabinet

Huicre Kultlrt Arastirma Laboratuvar:

33




Hucre Kulttrd Arastirma Laboratuvar

Mikropipet Isolab
Thermo Scientific Hucre Kaltlrt Arastirma Laboratuvar:

Plate Reader Multiskan FC

Hucre Kultird Arastirma Laboratuvari
Puar Isolab

Molekiler Biyokimya Laboratuvari
Santrifij Nive NF800R

Hucre Kulttrd Arastirma Laboratuvari
Vorteks Wisemix VM-10

3.1.2. Kulturde Kullanilan Hucreler

Cahismada CCI-233 (SW-1116)

kullanilmistir. Bu hiicre hatti Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi, Histoloji ve

kolon adenokarsinom hicre hatti

Embriyoloji laboratuvarindan Prof. Dr. Mehmet ibrahim Tuglu’dan temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler ve Kimyasallar

Hucre kalturd deneyinde kullanilan sarf malzemeler ve kimyasallar Cizelge 3.2’de

listelenmistir.
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Cizelge 3.2. Hucre kilturtunde kullanilan sarf malzeme ve kimyasallar listesi.

Sarf Malzemeler

CCK-8 Kit

Fetal Bovine Serum

Human (T-AOC)ELISA Kit

Human (VEGF)ELISA Kit

Pipet Ucu 0,5-10 pl

Marka

ABP Biosciences

Sun-Red

Sun-Red

Isolab

Lot Numarasi- Katalog
Numarasi

AB1714A2

08A1374K

201812

201812
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T -
Steril Cam Pipet 5ml 91005

Steril Cam Pipet 25ml

91025

Steril Falkon Tup -Vida Kapakh- | Lp Italiana Spa L116048
50 ml

Steril Plate 24’liik 39024
Steril Flask T75 70175
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3.2. Metot

3.2.1. Hucre Kultara Cahsmasi

Calismalarimiz in vitro kosullarda yapilmistir ve deneysel bir ¢alismadir. Usak
Universitesi, Bilimsel Analiz ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, Hiicre
Kultird Arastirma Laboratuvar: imkanlar: kullanilarak gergeklestirilmistir.

Arastirmamizda Manisa Celal Bayar Hiicre Kulturi Laboratuvarindan 25cm?’lik
flasklarda alinan CCL-233-SW-1116 kolon kanseri hicre hatti1 kullaniimistur.

CCL-233-SW-1116 hucreleri igin besi ortami, %10 RPMI-1640 (L-glutaminli),
%10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin olarak hazirlandi.

Hucreler bu besi ortamini bulunduran 25 cm? ve 75 cm?’lik flasklarda, inkibator

icinde ve i¢ ortam1 %5 CO. ve 37°C’de tutularak ve pasajlama yapilarak uretildi.

Hicre pasajlamalari icin laminar akis kabini, hiicre kalturleri incelemeleri igin

inverted mikroskop kullaniimustir.

3.2.2. Hucrelerin Cogaltilmasi

Hucreler, 25 cm?’lik flasklarda 4 ml, 75 cm?’lik flasklarda ise 12 ml %10 FBS ve
%1 penisilin-streptomisin iceren RPMI-1640 (L-glutaminli) medyumu icerisinde %80-90

yogunluga geldiklerinde pasajlama yapilarak uretildi.

3.2.3. Hucrelerin Pasajlanmasi

Bu islem flasklar icerisindeki hucrelerin  %80-90 yogunluga gelmesiyle
pasajlanmaya hazir hale geldi. Bu yogunluga gelen hiicrelerden medyum uzaklastirildi.
Hicreler tzerine PBS 25 cm?’lik flasklara 8 ml, 75 cm?’lik flasklara 24 ml eklendi. PBS’in
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uzaklastiriimas ile birlikte 61U hicrelerde uzaklastirildi. Hicreler tGzerine %0,25’lik tripsin
25 cm? flasklar icin 2-2.5 ml, 75 cm? flasklar icin 5-7 ml eklenerek, 37 °C’lik CO:’li
inklibatorde bekletildi ve kalkmalari saglandi. Yizeyden ayrilan hicrelere tiripsinin
yaklagik 2 kati kadar medyum ilave edilerek tripsinin etkisi ortadan kaldirildi ve tek
kullanimlik steril pipet yardimiyla santrifuj tuptine aktarildi. Santriflij tipindeki hucreler
1500 rpm’de 5 dakika sanrifuj edilerek siipernatanti uzaklastirildi. 25 cm?’lik flasklar icin 2
ml, 75 cm?’lik flasklar igin 4 ml medyum eklenerek homojenize edilen hicreler medyum
eklenen flasklara ekildi. Flasklar 37 °C’lik %5 CO:’li inklbatore konuldu.

3.2.4. Hucre Proliferasyon Deneyi

CCK 8 hucre canlilik testi icin hiicreler, 96 kuyucuklu pleyte %10 FBS ve %1
penisilin/streptomisin iceren RPMI vasatta 5x10° hicre/ml olacak sekilde 90 pl olarak
ekildi ve %5 CO2 ve 37°C’lik inkibatorde inklbe edildi. Hiicreler yiizeye yapistiktan
sonra kuyucuklar Cizelge 3.3.’te belirtilen gruplara ayrildi ve 10’ar pl olarak uygulamalar

yapildi. Her gruptan (¢ tekrar yapildi.

Cizelge 3.3. Calismada olusturulan gruplar.

Gruplar Yapilan uygulamalar

Grup 1 %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin
iceren RPMI

Grup 2 30 uM Cis Platin

Grup 3 100 mM Borik Asit

Grup 4 75 mM Borik Asit
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Grup 5 50 mM Borik Asit

Grup 6 25 mM Borik Asit

Grup 7 10 mM Borik Asit

Ug farkl: saat olgiimi yapilacag: icin yukaridaki islemler ti¢ farkl: saat grubu icin
de gerceklestirildi. Uygulamalar yapildiktan sonra her grup kendi inkibasyon stresince
(24, 48, 72) inkube edildi. 24 saatin sonunda ilk grup tzerlerine 10 pul CCK 8 soliisyonu
eklendi. 2 saat inkibasyona birakildi. inkiibasyon siresi sonunda 10 saniye calkalama
yapilip 450 nm dalga boyunda Plate Reader ile 6lcim yapildi. Ayni islemler 48 ve 72 saat
gruplarina da uygulandi. Elde edilen sonuclar dogrultusunda diger analizler 48 saatlik
inkiibasyon suresi izerinden gerceklestirildi. (Kit Lot No: AB1714A2)

3.2.5. PARP Analizi

PARP analizi icin 75 cm?lik flasklardaki hicreler kullanildi. Hdcreler
pasajlamadakine benzer uygulamalarla kaldirildi. Ardindan hiicreler santriftj edildi ve elde
edilen pellete medyum ilavesi ile slspansiyon haline getirildi. Deney icin 24 kuyucuklu
hiicre kaltur plateleri kullanildi. 5x10° CCL-233-SW-1116 hiicresi 450ul olacak sekilde
kuyucuklara ekildi. Plate 24 saat boyunca inklbatdrde bekletildi ve 24 sonunda
inktbatorden alinan hiicreler cesitli konsantrasyondaki Bor ile muamele edildi. 48 saat
beklenmek tzere 37°C’lik inkibatore yerlestirildi. 48 saat sonunda hiicreler inkiibatérden
alindi. Alinan platedeki hiicrelerden besiyerler gekildi ve yaklasik 700ul PBS ile muamele
edildi. Muamele edilen hicrelerden PBS cekildi. Hucrelere 200ul tripsin eklenerek
37°C’lik inklbatore yerlestirildi ve hicrelerin kalkmas: saglandi. YUlzeyden ayrilan
hicrelere 450ul medyum eklenerek tripsinin etkisi kaldirildi. Hicreler tek kullanimlik

pipet yardimiyla PARP icin ependorfa aktarildi. Ependorftaki hiicreler 2100 rpm’de 20
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dakika 15°C santrifuj edildi. Santrifiij sonrasi, stipernatant atildi. Ependorflar igerisine
besiyeri eklendi ve PARP kitinden ¢ikan antikor yukli 96°lik platelere ekildi. Reaktifler,
ornekler ve standartlar hazirlandi. Hazirlanmis 6rnekler ve standartlar, platelere ekildi ve
37 ° C'de 60 dakika inklbasyona birakildi. Platler bes kez yikandi, Kromojen ¢ozeltisi A
ve B ilave edildi, 37 ° C'de 10 dakika inkubasyona birakildi. Daha sonra stop ¢oOzeltisi
eklendi ve Plate Reader ile 6lgimu gerceklestirildi. (Kit Lot No: 201904)

3.2.6. VEGF Analizi

Bu analiz i¢in 75 cm?’lik flasklardaki hticreler kullanildi. Hicreler pasajlamadakine
benzer uygulamalarla kaldirildi. Ardindan hiicreler santrifuj edildi ve elde edilen pellete
medyum ilavesi ile siispansiyon haline getirildi. Deney icin 24 kuyucuklu hticre kaltir
plateleri kullanildi. 5x10° CCL-233-SW-1116 hiicresi 450ul olacak sekilde kuyucuklara
ekildi. Plate 24 saat boyunca inkibattrde bekletildi ve 24 sonunda inkibatoérden alinan
hiicreler cesitli konsantrasyondaki Bor ile muamele edildi. 48 saat beklenmek (izere
37°C’lik inklbatore yerlestirildi. 48 saat sonunda hcreler inkibatérden alindi. Alinan
platedeki hiicrelerden besiyerler cekildi ve yaklasik 700ul PBS ile muamele edildi.
Muamele edilen hiicrelerden PBS cekildi. Hicrelere 200ul tripsin eklenerek 37°C’lik
inkubatore yerlestirildi ve hicrelerin kalkmas: saglandi. Yizeyden ayrilan hiicrelere 450ul
medyum eklenerek tripsinin etkisi kaldirildi. Hicreler tek kullanimlik pipet yardimiyla
ependorfa aktarildi. Epondorftaki hiicreler 2100 rpm’de 20 dakika 15°C santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi, slipernatant atildi. Ependorflar icerisine besiyeri eklendi ve 96 kuyucuklu
kitten cikan platelere ekildi. Reaktifler, érnekler ve standartlar hazirlandi. Hazirlanmis
ornekler ve standartlar, kitten ¢ikan antikor yikli 96°lik platelere ekildi ve 37 ° C'de 60
dakika inkiibasyona birakildi. Platler bes kez yikandi, Kromojen ¢ozeltisi A ve B ilave
edildi, 37 ° C'de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra stop ¢ozeltisi eklendi ve
olcimu gerceklestirildi. (Kit Lot No: 201812)
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3.2.7. istatistiksel Analizler

Galismamizda ELISA cihaz test sonuglari SPSS-20 istatistik programi kullanilarak
analiz edilmistir. Sonuclar ortalama (SD) standart hata olarak verildi (SE = SD / n)

Gruplarin homojenligi test edildikten sonra, gruplar arasindaki farkliliklari bulmak
icin tek yonli ANOVA testinde Duncan kullamldi. Farkliliklar P <0.05'te istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Proliferasyon Deneyi Bulgular

CCL-233 kolon kanser hiicre hatti icin doz arahiklari; 10, 25, 50, 75, 100 mM olarak
belirlendi. 24, 48 ve 72. saatler sonunda CCK-8 yontemi kullanilarak kanserli hucrelerinin
%50’sinin 6limine yol actig: icin LD50 dozu 50 mM olarak tespit edildi ve kanserli
hicrelerin canlilik orant 48. saatte daha iyi sonug verdigi tespit edildi. Yapilan diger
deneylerde bu saat ve doz esas alindi. Degerler Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Borik Asidin farkli konsantrasyon uygulamalarindaki Proliferasyon-
Konsantrasyon grafigi.

(CCL-233 hiicrelerine verilen bor konsantrasyonlart mM olarak gosterildi.)

Proliferasyon-Konsantrasyon

120

100

Proliferasyon

F W 1l X F5mM
Borik asit-K onsantrasvon
48h 72h

—
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4.2. PARP ve VEGF Analizi Bulgulan

Borik asidin 25, 50, 100 mM’lik konsantrasyonlari CCL-233 insan kolon kanseri
hiicre hattinda uyguland: ve ELISA y6ntemiyle PARP ve VEGF analizleri yapildi. Elde

edilen sonuglar gizelge 4.2 de gosterildi.

Cizelge 4.2. Borik Asidin farkli konsantrasyon uygulamalarindaki PARP ve VEGF

istatistiksel analizleri

PARP (ng/L) VGEF (ng/L)
Control 0,37+ 0,06° 0,51+ 0,040?
Borik Asit 25 mM 0,34+ 0,05 0,47+ 0,0912
Borik Asit 50 mM 0,18+ 0,004° 0,45+ 0,0122
Borik Asit 100 mM 0,21+ 0,03° 0,40+ 0,1582
Cisplatin 0,73+ 0,01° 0,06+ 0,008°

*Ayni stitundaki farkl: harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir. (P<0,05)

4.3. TAS ve TOS Analizi Bulgular

Bunlara ek olarak TAS-TOS degerlerine de bakildi. Fakat aralarinda anlaml: bir

iliskinin olmadig: tespit edildi.

Cizelge 4.3. Borik Asidin farkl: konsantrasyon uygulamalarindaki TAS-TOS istatistiksel

analizleri
TAS mmol/L TOS mmol/L
Control 0,98+0,1° 0,99+0,22
Borik Asit 25 mM 0,95+0,03% 0,98+0,42
Borik Asit 50 mM 0,96+0,012 0,97+0,22
Borik Asit 100 mM 0,960,092 0,96+0,42
Cisplatin 0,92+0,05% 0,850,022

*Ayni situndaki farkl harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir. (P<0,05)
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5. TARTISMA

Kanser tedavileri lzerine yapilan arastirmalarda antikanserojen 0zelliklerinden
dolayr bor bazlh bilesikler calisiimaktadir. Cesitli arastirmalar, prostat, meme, servikal ve
akciger kanserleri gibi bazi kanserlerin disuk risklerinin borla zenginlestirilmis ortamlarla
iliskili oldugunu desteklemektedir [109]. Son birka¢ yilda yapilan arastirmalar, antikanser
ajanlar olarak bor bilesiklerinin, 6zellikle ameliyat edilemeyen kanserlerde ve malignitesi
yuksek kanser turlerinde daha fazla kullanilmaya baslandigint gdstermektedir [167].
Yapilan diger arastirmalar ve elde edilen farkli dogal bilesiklerin cesitli mekanizmalar
yardimiyla kolon kanseri hiucre ¢ogalmasini etkili bir sekilde inhibe ettigini ve apoptozu
indikleyen yolaklarin ise aktivasyonunu sagladigini gostermektedir [158-162]. Bu tez
calismasinda da borik asidin CCL-233 insan kolon kanser hiicre hatti izerine olan etkileri
arastirilmistir. Bu nedenle borik asit uygulamasinin CCL-233 huicrelerinde; hiicre canlihig:
ve proliferasyon duzeyleri tzerine olan etkileri CCK-8 yoéntemi; apoptoz uzerine etkileri
PARP analizi, anjiogenik etkileri ise VEGF analizi kullanilarak arastirildi. Bu alanda
yapilan arastirmalara bakildiginda; bu tezde kullanilan ydntemlerin, hiicre proliferasyonu
ve apoptoz Uzerine yapilan diger calismalarda cogunlukla kullanilan yéntemler oldugu
gorulmektedir. Bu calismanin amaci; diinyada ve tlkemizde sik gorulen, kolon kanseri
hiicresi (CCL-233) Uzerine in vitro kosullarda farkli konsantrasyonlarda BA’in etkilerini

incelemektir.

Deneylerde kullanilan doz araliklarinin belirlenmesi icin literatlr arastirmasi
yapilmistir. Yapilan calismalar incelendiginde ¢ok farkli doz araliklarinin kullanildig:
goriilmektedir. Ornegin prostat kanser hiicre hatt izerinde yapilan arastirmalarin biyuk bir
kisminda borik asidin 0-1000 uM’a kadar olan farkli doz araliklari g¢alisilmistir [150].
Meme kanseri hicreleri ile yapilan bir arastirmada ise en yiksek doz 22,5 mM olarak
belirtilmistir [163, 164]. Yine yapilan bir ¢alismada Wade T. ve ark borik asidin insan
prostat kanseri hiicre cogalmas: Uzerine olan inhibisyonunu arastirmislardir [93].
Calismalarinda ise insan prostat kanseri hiicresi olan DU-145, LNCaP ve PC-3 hiicre hatti

kullanilmistir. 8 giin boyunca bu hiicrelere 0-1000 uM borik asit iceren medyum eklenmis
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ve hiicreler takip edilmistir. Takip sonunda kullanilan hiicre hatlar1 proliferasyon, apoptoz,
hlcre donglsu ve mitokondrial aktivasyonu yontemleriyle degerlendirilmistir. Borik asit
uygulamasinin kullanilan DU-145, LNCaP ve PC-3 kanser hiicre hatlarinda doza bagh
olarak hiicre proliferasyonunu agik bir sekilde disurdigt gozlenmistir. Borik aside en
duyarl: hicre hatti DU-145 olarak belirlenmis ve propidiyum iyodid DNA boyamast ile
hiicre dongusu analizi yapilmistir. Analiz sonucunda hiicre dongusiinde belirgin bir sapma
bulunamamistir. Bora maruz birakilan hiicrelerde western blot analizi sonucunda kaspaz-3
olmadig1 gosterilmistir. 8 glinluk borik aside maruz kalma konsantrasyonlarina gére DU-
145 hicrelerinden izole edilen genomik DNA'da doza bagh bir fragmantasyon
saptanmamistir. Propidyum iyodir kullanan DU-145 hiicrelerinin hiicre dongusu analizi,
borik asidin indikledigi proliferatif inhibisyonun, belirgin bir hicre siklusunda evre
degisimine neden olmadigin gostermistir. Apoptoz sirasinda siklikla hiicre dongtisunde bir
sapmaya rastlandigindan, bu hiicre proliferasyonunun inhibisyonu apoptoz yoklugunda
meydana geldigini ortaya koymustur. Bu olay Western blot tekniginde kaspaz 3’(in tespit
edilememesi ve DNA fragmantasyon analizinde herhangi bir bulguya rastlanilmamasu.ile
desteklenmektedir. Bu sonuclar, borik asidin apoptozu uyarmasi yerine proliferatif
inhibisyonla buyumeyi azalttigi yorumunu desteklemektedir [93]. Proliferasyon deneyi icin
CCL-233 hicre hattlarinin - molekiler  6zellikleri  literatir  bulgulart  1s181nda
degerlendirildiginde; bu hticrelerin doz araliklari: 10, 25, 50, 75, 100 mM olarak belirlendi.
Cesitli kanser hiicre hatlarinda ayni ajan igin etki eden dozlarin farkli olmasinin nedeni, her
kanser  hicresi  hattinin ~ molekiler  biyolojisinin  arasindaki  farkliliklardan
kaynaklanabilecegi seklinde yorumlanmistir. 24, 48 ve 72. saatlerde CCL-233 kolon
kanseri hucre hattinda hiicre proliferasyonunda dogrudan orantili bir dusiis gézlenmistir.
Bununla birlikte, 72. saat verilerde ¢ok yuksek bir 6lum gosterdigi icin, 48 saatlik bir
inkiibasyon donemi boyunca diger ¢alismalar gerceklestirilmistir. Proliferasyon sonuclar
degerlendirildiginde, letal doz 50 (LC50) dozu 50 mM idi ve bu doz deneylerde kullanildh.
Degerlendirmeler sonucunda, borik asit uygulanan hicrelerin proliferasyonunda 6nemli bir
azalma oldugu gosterilmistir. Bulgularimiz daha once yapilmis (bircok) calismanin

bulgulariyla tutarhdir.

Ceyhan ve ark. DU-145 insan prostat kanseri hiicre hattinda borik asidin yuksek
konsantrasyonlarinin oksidatif strese etkisini incelemistir. Oksidan ve antioksidan durumu

6lcmek icin TAS-TOS parametreleri kullanilmistir ve bu parametreler en sik kullanilan
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onemli parametreler olarak kabul edilir. Kontrolle karsilastirildiginda artan borik asit
konsantrasyonlarina maruz kalan DU-145 hiicrelerinde TOS seviyelerinde 6nemli bir artisa
neden olurken, konsantrasyona bagli borik asit TAS seviyelerinde 6nemli bir azalmaya yol
acmistir. Sonug olarak, bu ¢alismada borik asit proliferasyonu inhibe ettigini bulmuslar.
Borik asit tedavisinin, DU-145 prostat kanseri hiicre hattinda TAS'1 azaltarak ve TOS
seviyelerini artirarak oksidatif stresi tetikledigi sonucuna varmiglardir [168].

Buna karsilik CCL-233 kolon kanseri hiicre hattinda yaptigimiz ¢alismada TAS-
TOS degerlerine de bakilmistir. Fakat aralarinda anlaml: bir iliskinin olmadig1 tespit
edilmistir.

Scorei R. ve ark. borik asitin ve kalsiyum fruktoboratin MDA-MB-231 meme
kanser hicre hatina olan etkilerini incelemislerdir. Farkli dozlardaki borik asit ve
fruktoboratin (0,45-22,5 mM) hiicre canlilig: Gzerine olan etkileri 3- (4,5-dimetiltiazol il-2)
-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MMT) yontemi ile incelenmistir. Calisma CF ve BA'nin,
MDA-MB-231 hucrelerinde konsantrasyona bagli bir sitotoksisiteyi indikledigini gosterdi.
Bazi sitotoksik ilaglarin kullanildig: kanser tedavisinde, apoptosis programinin temel
unsurlarint ve hiicresel stres yanitini aktive ederek hicre olumine aracilik ettigi
dustndlmektedir. Bundan hareketle borik asit ve kalsiyum fruktoboratin apoptotik
etkilerini TUNEL yontemini kullanarak arastirmislardir; BA apoptoz lzerinde daha az
olmasiyla birlikte kullanilan iki molekiliinde apoptoz (zerine etkisi oldugunu
gostermislerdir. Apoptoz yolaginda en 6nemli kontrol noktasi apoptozu indikleyen ve
inhibe eden BCL-2 ailesi Uyeleri arasindaki orandir. BCL-2 proteinleri diizeyinde, Western
blot analizi yontemi kullanilarak 2.25 mM'den daha ylksek konsantrasyonlarda CF, MDA-
MB 231 hicrelerinde Bcl-2 protein ekspresyonunu asagiya cekerken, BA’in bcl-2
dizeyine herhangi bir etkisinin olmadig:1 gosterilmistir [163]. Yapilan baska bir calismada
ise CCL-228-SW-480 kolon kanseri hiicreleri ile yapilan bir calismada ise borik asitin
kanser hiicreleri zerine olan etkileri incelenmistir. Degisen dozlarda uygulanan borik
asidin (10-100 mM)24, 48 ve 72 saat sonunda hiicrelerin canlihg: Uzerine olan etkileri
Bromodeoksilridin (BrdU) yontemi kullanilarak incelenmistir. Yapilan degerlendirme
sonrasinda tim saatlerde kontrol grubuna kiyasla BA verilen hiicrelerin sayisinda belirgin
bir azalma oldugu gortlmustur. Calismanin devaminda borik asidin apoptotik etkisini
belirlemek icin ise kaspaz 3, Apoptoz Indiikleyici Faktor (AIF) ve TUNEL metodu

kullanilmistir. 75 mM borik asit igeren hiicreler hari¢ diger dozlar iceren kanserli hiicreler
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tim saatlerde kontrol grubuna goére bitun yontemlerde (kaspaz-3, AIF, TUNEL) az sayida
hlcrenin apoptoza gittigini gostermistir. Fakat 75 mM BA uygulanan CCL-228-SW-480
kolon kanseri hucrelerinin ise; tim saatlerde kontrol grubuna kiyasla ¢ok sayida htcrenin
apoptoza gittigi tespit edilmistir. Bu durum 75 mM borik asidin CCL-228-SW-480
hicrelerinde apoptotik DNA fragmantasyonuna dolayisiyla apoptoza neden oldugunu
gOstermistir [169].

Analizlerimizin bir sonucu olarak PARP, DNA kopmas: ile aktive edilen bir
enzimdir, PARP seviyeleri cisplatin grubu uygulanan hticrelerde kontrol grubuna gore
anlamli olarak daha yuksekti (p <0.05). Cisplatin grubu PARP aktivitesinde asir1 artisa
neden oldu. PARP aktivasyonu, 6nemli enflamatuar yollar1 modile eder. PARP asir
aktivasyonu substrati, NAD" tlketir, glikoliz, elektron tasinmasi ve ATP olusumu hizim
yavaslatir ve sonugta hiicre 6limine yol acar. Bu bilgilerin bir sonucu olarak PARP,
cisplatin grubu icinde PARP'nin asir1 aktivasyonu nedeniyle NAD ve ATP tiketimini
artirarak nekroza yol acar. Calismamizda cisplatin gruplarinda parp diizeylerindeki asiri
artisin hiicre nekrozuna yol agtigi sonucuna varildi. Sonug olarak, bu ¢alismanin sonuglar
cisplatin grubu icinde PARP'nin asir1 aktivasyonunun cisplatin nefrotoksisitesine yol
actigin1 disundirmektedir. Buna karsilik, PARP seviyeleri iki bor seviyesinde (50-100
mM) disikti. Bordaki disik PARP seviyeleri, PARP enziminin borik asit uygulanan
hiicrelerde bloke edildigini disinmemize neden olur. Sonu¢ olarak, deneyimlerimiz borun
PARP enziminin yapisin1 bozdugunu veya bir PARP inhibitorl olarak islev gorebilecegini

dustndirmektedir.

Kanser hicreleri belirli bir zamandan sonra kontrolsiiz olarak blyuyiip ¢ogalmaya
baslarlar. Bu hicreler daha fazla buytyebilmeleri icin yeni damar olusumuna ihtiya¢
duyarlar. Kanser huicreleri cok sayida anjiogenik faktor (VEGF, epidermal biyime faktori
(EGF), interlokin-18 gibi) salgilarlar. Bu faktorlerin ¢ogu farkli kicik damarlara etki
ederek endotel hiicredeki reseptorlere baglanirlar ve sonugta yeni damarlar olusur [165,
166]. Bu bilgiden yola ¢ikarak VEGF degerleri kanserli hicrelerde artar sitotoksik
ilaclarda ise azalr. Yapilan literatlir arastirmalari sonucunda ise bor ve VEGF iliskisi

uzerine herhangi bir bulguya rastlanilmamastir.

Analizlerimiz sonucunda baska ¢alismalarda yapilmayan bir yontem uygulanmis ve

konsantrasyonlarina gore ayrilmis borik asit uygulanan kolon kanseri hiicre hattinda VEGF
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seviyeleri olgUlmustir. Farkli konsantrasyonlara gore uc¢ konsantrasyon borik asit ve
cisplatin kullanildi. Bu borik asit seviyeleri ve cisplatin kontrol grubu ile birlikte
degerlendirildi. Istatistiksel analizler sonucunda, borik asit ve cisplatin gruplar1 dizeyleri
arasinda anlamli bir fark oldugu, ancak kontrol gruplarinda anlamli bir fark olmadig:
bulunmustur. Calismamizda cisplatin grubundaki VEGF ekspresyonunda bir azalmaya
neden olmustur. Borik asidin VEGF ekspresyon seviyesinde kontrol grubuna gdre herhangi
bir degisiklige neden olmadigini gostermistir. Bu ¢calismanin baska bir sonucu, borik asidin
VEGF ekspresyon seviyesini etkilemedigini gostermistir.

Sonug olarak, cesitli BA konsantrasyonlarinin CCL-233 kolon kanseri hiicre dizisi
Uzerinde ¢ogalmaya karsi etkili oldugu tespit edildi. Calisma sonuglari, cisplatin grubu
icindeki artmig PARP duzeylerinin hiicre nekrotik 6lumiine yol agtigin1 ve Borik Asit'in
PARP enziminin yapisimt bozdugunu veya bir PARP inhibitori gibi olabilecegini ve
cisplatin grubunda VEGF degerlerinin azalip borik asit verilen hicrelerde VEGF
ekspresyon seviyesinin etkilemedigini gostermistir. Buna karsilik kolon kanserinin olusum
mekanizmasiyla ilgili pek ¢ok bilinmeyenler vardir. Daha sonraki yapilmas: disinilen
arastirmalarda kolon kanseri erken tani ve tedavisi icin, bu kanser ¢esidinin ilerlemesine
neden olan molekiler mekanizmalar ile birlikte borik asidin kolon kanseri tizerine etkisinin

daha ayrintili yolaklarla agikliga kavusturulmas: gerektigi dustintlmektedir.
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