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OZET

Glinlimiizde en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan akciger kanseri, hem kadinlarda hem
de erkeklerde en sik 6liime neden olan kanser tiirtidiir.

Insan alveoler karsinoma hiicrelerden koken alan A549 akciger hiicreleri tip II alveoler
hiicre fenotipi ile eslesmekle birlikte, insan primer alveoler epitel hiicrelerinin sahip oldugu
bir¢ok karakteristige de sahiptir.

Bor, niikleer, cam, seramik, ilag, deterjan, tarim gibi bir¢ok alanda kullanilir ve kullanim
alanlar1 her gegen giin artmaktadir. Yeni yapilan arastirmalarla borun insan saglig1 i¢in
onemli bir element oldugu gosterilmektedir.

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak, bu ¢alisma A549 insan akciger kanseri hiicre hattinda fakl
konsantrasyonlardaki borik asidin etkisini, proliferasyon deneyi, TAS (Total Antioxidant
Status), TOS (Total Oxidant Status), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ve
PARP (Poli (ADP-Riboz) Polimeraz ) Analizleri ile arastirmak amaciyla yapilmustir.
Yapilan ¢alismada, proliferasyon deneyinde 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM ve 100 mM
konstantrasyonlarda dozlarla dogru orantili olarak canlilik degerlerinin diistiigii
goriilmiistiir ve LD50 degeri 20 mM olarak belirlenmistir. TAS ve TOS analizlerinde
gruplar arasinda anlaml bir fark olmadig goriilmiistiir. VEGF degerlerinde, 10 mM, 20



mM ve 40 mM borik asit konsantrasyonlarinda VEGF degerlerinin konrol grubuna gore
diistigi goriilmiistiir. PARP degerlerinde 10 mM, 20 mM ve 40 mM’lik tim
konsantrasyonlarda anlamli bir ytikselis goriilmiistiir.

Bulgular sonucunda; borik asidin 10 mM ve 20 mM konsantrasyonlarinin VEGF
diizeylerini azaltarak anjiyogenezi azaltabilecegi diisiiniilmektedir. PARP degerlerinde
goriilen yiikselis ise 10 mM, 20 mM ve 40 mM konsantrasyonlarda borik asidin hiicreyi

nekroza gotiirdiiglini diisiindiirebilir.
Anahtar Kelimeler : Borik asit, A549, Hiicre kiilttiri
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ABSTRACT

Lung cancer, one of the most important health problems today, is the most common cause
of death in both men and women.

A549 lung cells derived from human alveolar carcinoma cells match the type Il alveolar
cell phenotype, have many characteristics of human primary alveolar epithelial cells.
Boron is used in many fields such as , nuclear, glass, ceramics, pharmaceuticals,
detergents, agriculture and its usage areas are increasing day by day. Recent studies have
shown that boron is an important element for human health.

Based on this information, this study investigated the effect of different concentrations of
boric acid in the A549 human lung cancer cell line, by analyzing proliferation assay, TAS
(Total Antioxidant Status), TOS (Total Oxidant Status), VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) and PARP (Poly (ADP-). Ribose Polymerase).

In the study, the proliferation test showed that the viability values decreased in proportions
with doses at 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM and 100 mM concentrations and the LD50
value was determined as 20 mM. There was no significant difference between TAS and

TOS analysis. In VEGF values, it was observed that VEGF values decreased at 10 mM, 20



mM and 40 mM boric acid concentrations compared to the control group. A significant
increase in PARP values was observed at all concentrations of 10 mM, 20 mM and 40 mM.
As a result; We may be think 10 mM, 20 mM and 40 mM concentrations of boric acid may
decrease angiogenesis by decreasing VEGF levels. As a result of the increase in PARP
values, we may be think boric acid leads to cell necrosis at concentrations of 10 mM, 20
mM and 40 mM.

Keywords : Boric acid, A549, Cell Culture
Number of Page : 80 ) 5
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida
sunulmustur.
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Ppm Milyonda bir birim
g Gram
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1.GIRIS

Akciger kanseri glinlimiizde en Onemli saglik sorunlarindan biridir. Kadinlarda ve
erkeklerde en sik Oliime neden olan kanser tiiriidiir. Her yil diinyada akciger kanseri
nedeniyle bir milyondan fazla kisi 6lmektedir. Tiim diinyada 1985’ten beri, akciger kanseri
vakalarmin sayisinda erkeklerde %44, kadinlarda %76 artis oldugu belirlenmistir [1-3].
Diger kanser tiplerinde yillar gectikge Oliim oranlarinda azalma saptanirken, akciger
kanserine bagh oliimlerde 3 kat artis saptanmistir [4]. Akciger kanserinin prognozu, diger
kanser tiplerine gore daha kotii bir istatistik gdsterir ve bes yillik sagkalim orani %15’ten

daha azdir [5].

A549 akciger kanseri hiicreleri D.J. Giard ve arkadaslar1 tarafindan 1972°de, 58 yasinda
Orta Asya’li bir erkegin akciger karsinoma dokusundan izole edilmistir [6]. izole edilen
akciger kanseri hiicreleri 1000 jenerasyon boyunca kiiltiire edilmistir ve bu hiicrelerin
oliimsiiz oldugu sonucuna varilmustir [7]. ki tip alveoler hiicre vardir. Tip I, alveollerin i¢
yiizeyinin %96’sin1 kaplamaktadir ve in vitro ortamda tiretilmesi zordur. Tip II ise daha az
yiizey kaplar ve bir¢ok fonksiyona sahiptir. Ayrica tip II hiicreler, tip I hiicrelerinin ata
hiicreleridir. insan alveoler karsinoma hiicrelerden koken alan A549 akciger hiicrelerinin
fenotipi tip II alveoler hiicrelerin fenotipi ile eslesmekle birlikte, insan primer alveoler
epitel hiicrelerinde de bulunan birgok karakteristik ozellige de sahiptir [8, 9]. Bu sebeple
yalnizcabakciger kanseri modellerinde degil aymt zamanda insan alveoler epitelyal
hiicrelerin in vitro ¢alismalarinda da model olarak genis bir kullanima sahiptir [10-14, 7].

Hiicreler yiizeye yapisarak ¢ogalir ve ikiye katlanma zamanlari yaklasik olarak 22 saat

siirer [15].

Bor, niikleer, cam, seramik, ilag, deterjan, tarim ve giibre sanayinden otomobil
sanayisine kadar 400°den fazla alanda kullanilmakta olan, kullanim alanlar1 her gegen giin
artan bir elementtir. Mevcut kullanim alanlar1 g6z 6niine alindiginda bor diinyanin en

stratejik madeni konumundadir [16, 17].



Yeni yapilan arastirmalarla borun insan sagligi i¢in O6nemli bir element oldugu
gosterilmektedir [18-24]. Ozellikle kemik ve dislerin yapisinda bulunan bor; kalsiyum,
fosfor ve magnezyum absorpsiyonunda rol almaktadir. Dolayistyla kemik saglig1 acisindan
onemli bir elementtir. Nitekim giinliikk bor takviyesinin osteoporoz tedavisinde etkili
oldugu belirlenmistir [19]. Yapilan bir baska calismada koroner kalp hastaliklarina iyi
geldigi ifade edilmektedir [20]. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak, bu g¢alisma A549 insan
akciger kanseri hiicre hattinda fakli konsantrasyonlardaki borun etkisini aragtirmak

amactyla yapilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser terimi, organizma igerisinde tedavi olmayan yeni olusumlari belirtmek
amactyla ilk kez M.O. 460 yillarinda Hipokrat tarafindan kullamlmustir. Hipokrat
tarafindan, viicudun yiizeyinde gelisebilen, diger hiicrelerle karsilastirildiginda farkl
karakteristik Ozellikler gosteren, kirmizi renkli ve normal hiicrelere gore daha yavas
biiyiiyen sislikler “Carsinos” ya da “Carcinoma” olarak isimlendirilmistir. Galen ise M.S. 2
ylizyillda bu sekilde normalden farkli karakteristik ©zellige sahip olusumlar1 yengece
benzedigi igin “kanser” olarak adlandirmistir [25]. Kanser, bilinnen genel bir tanimla
hiicrelerde DNA’nin hasar1 sonrasinda hiicrelerin diizensiz olarak boliinerek, kontrolsiiz
biiylime yatkiligi ile bununla birlikte dogrusal olarak anormal yayilimini anlatan bir
terimdir [26]. Kanserin en ayirt edici 6zelligi hiicrelerin her zaman oldugu sinirlar
disarisinda biiytimesi, etrafinda bulunan hiicreleri de istila etmesi, ¢esitli yollarla diger
dokulara ve organlara yayilmasi seklindedir. Bu olay metastas olarak tanimlanir. Kanserli
hiicreler, cesitli i¢ ya da dis etmenlerle degisime ugramis, kontrolsiiz bilylime ve boliinme
(hiicre proliferasyonu) yetenegine sahip, ayn1 zamanda bulundugu yerden farkli bolgelere
yayilim gosterme Ozelligine sahiptir [27, 28]. Kontrol dist boliinen bu hiicreler, olduklari
yerde bir kitle olustup cogaliyor, ancak bulundugu bolge disina yerlesme egilimi
gostermiyorsa, viicudun diger boliimlerine penetre olmuyorsa bu tip kanser olusumlarina
benign (iyi huylu) timoér, oldugu yerden farkli bolgelere penetre oluyorsa bu tip kanserler
de malign (ko6tii huylu) timor olarak adlandirilir. Malign tiimorler, kan, lenf ya da viicut
bosluklar1 yoluyla ilk lokalizasyonlarinin digina ¢ikip viicudun diger bolgelerine sigrar ve
bu bolgelerde de biiyiimeye devam eder ve 6ldiiriicii bir hal alir [29]. Kan, lenf ya da viicut
bosluklar1 yoluyla metastaz yaparak viicudun diger organlarina tasinan kanser hiicreleri,
hiicrelerden gelen sinyallere kesinlikle cevap vermez, birbirlerine yapismaz, 6zellesmez ve
apoptoza ugramaz. Kanser nedeniyle gergeklesen Sliimlerin en 6nemli sebebi metastazdir

[30]. Kanser olustugu hiicre tipine bagli olarak dort ana bashk altinda ele alimr. Bu



basliklar; epitel hiicrelerden kaynaklanan karsinoma, bag doku ve hiicrelerinden
kaynaklanan sarkoma, hematopoiteik hiicrelerden kaynaklanan 16semi ve hematopoiteik
hiicrelerden kaynaklanan ve lenf damarlarinda olusan lenfomalar olarak bilinir. Kanser
dokusunun olusumunu ve metastaz gelisiminini agamali olarak gozlemlemek i¢in alti1 tane

belirteg tespit edilmistir [31].

- Biiyiime ve sinyal otonomisi: Kanser hiicreleri, biiylime faktor sinyallerinden bagimsiz
olarak boliniirler, bu durumun nedeni biiyiime faktor yolaginda gergeklesen mutasyonun

kontrolsiiz biiyiimeye neden olmasidir.

- Biiyiime inhibitor sinyallerinden kaginma: Kanser hiicreleri, ger¢eklesen mutasyonlar

nedeniyle inhibitdr sinyallerine cevap vermez.

- Apoptotik hiicre oliimlerinden kacinma: Kanser hiicreleri, apoptotik sinyallere de yanit

Vermez.

- Biiyiime ve sinyal otonomisi: (sirsiz replikasyon yetenegi) Kanser hiicrelerinde

telomer uzunlugu korundugundan sinirsiz replikasyon potansiyeli goriilmektedir.

- Anjiyogenez (yeni kan damarlarinin olusumu) Kanser hiicreleri, yeni kan damarlarinin

olusumu tiimoriin yagamasi ve biiylimesi i¢in gerekli oldugundan anjiyogenezi uyarir.

- Invazyon ve metastaz: Kanser hiicreleri, normal hiicrelerin tersine viicudun diger
bolgelerine yonelme egilimindedir ve bu egilim kanser kaynakli Sliimlerin birincil

sebebidir.

Kanserin temel belirtegleri Sekil 2.1.’de gosterilmistir.



Sekil 2.1. Kanserin Belirtecleri [31].

2.1.1. Kanser Olusumuna Etki Eden Faktorler

Normal bir hiicrenin, kanser hiicresine doniismesinde bir¢ok mekanizma rol
oynamaktadir. Fakat bu mekanizmalarin tiimii, tam anlamyla kesfedilmemistir. Bu
mekanizmalarin nasil ¢alistigin1 anlamadan 6nce, normal bir hiicrenin hayat dongiisiiniin
nasil gerceklestigini 6grenmemiz gereklidir. Hiicrenin hayat dongiisii (hiicre siklusu), hiicre
biliylimesi ve ¢ogalmasini kapsayan olaylardir. Dinlenme ve béliinme donemi olmak iizere
ikiye ayrilir. Dinlenme déneminde yasamsal olaylar devam eder ve bu dénem bdliinme
donemine oranla ¢ok daha uzun bir donemdir. Bu déneme GO fazi da denir. Boliinme
donemi 4 ana fazda incelenir, bu fazlar Sekil 2.2.’de gosterilmistir. Bu fazlar, boliinme
hazirhiginin yapildigi G1, S, G2 fazlar1 ve mitoz boliinmenin meydana geldigi M fazindan
olusur. Di1s etkilerle birlikte biyokimyasal olarak dongii baslatilir. Dongii basladiginda
hiicre igerigini iki katina ¢ikararak kendine es iki yeni hiicre ¢ogaltir. Hiicre dongiisii
siiresince bazi onkogenler ve hiicre dongiisiine 6zgii proteinler, ayn1 zamanda aktive olup,
ayni zamanda inaktiflesirler [32]. G1 fazinda ilk 6nce DNA replikasyonunda gerekli olan
RNA ve proteinlerin iiretimi gerceklesir, S fazinda ise DNA replikasyonuna baslanilacak
bolgeler belirlenir ve isaretlenir. DNA eslenir, boylece diploid hale gelir. G2 fazinda ise
mitoz boliinmenin meydana gelmesi i¢in son hazirliklar yapilir. M fazi, mitoz boliinme
asamasidir. Yani bir hiicreden iki es hiicrenin meydana geldigi fazdir. Hiicre dongiisiinii

diizenleyen ve kontrol eden karmasik yapida bir ¢ok degisken ve etkilesim vardir. Hiicre



dongiisti kontrol mekanizmasinda meydana gelen hatalar sonucunda hiicre boliinmesi

kontrolii kaybedilir, bu hatalar sonucu kanser gelisebilir [33].

Kanser olusumuna etki eden radyasyon, 1s1, giines 15181, endiistriyel maddeler, viris,
stres, hareketsiz bir yasam tarzi, kronik irritasyon, beslenme sekli, sigara, alkol, 55 yasin
tizerinde olma, yiiksek tansiyon, immun yetersizlik gibi etkenler mevcuttur. Genetik
faktorlerin de cevresel faktorler disinda kanser olusumuna etki ettigi kabul edilmektedir.
Kanser goriilme siklig1 ve ¢esitleri gelismis ve az gelismis iilkelere gore degiskenlik
gostermektedir. Gelismis tiilkelerdeki erkeklerde genellikle akciger ve prostat kanseri,
kadinlarda ise meme kanseri ile kolorektal kanserler goriiliirken, az gelismis tlkelerdeki
erkeklerde akciger, mide ve karaciger kanserleri, kadinlarda ise meme ve serviks kanseri
daha fazla goriilmektedir. Ulkemizde bu durum ele alindiginda ise erkeklerde akciger,
mesane ve mide kanserleri daha sik goriiliirken, kadinlarda meme kanseri ve kolorektal

kanserlerin daha sik gortldiigi bildirilmistir [34].

Siklin B ve CDK2 M

G2 4

G

Siklin A ve CDK2 Siklin D ve CDK4,

Go

Siklin E ve CDK3

Sekil 2.2. Hiicre siklusu (http://www.belgeci.com/mitoz-bolunme.html)
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Sekil 2.1. Ttim kanserler yasa standardize insidans hizlarimn cinsiyete gore dagilim
(Tirkiye Kanser Istatistikleri, 2017) [35].

Trakea,Brong Akciger [N 1.0
Prostat _ 33,8
Kolorektal GG 20,7
Mesane [N 20,7
Mide [N 16,1
Larinks | 7.7 = ERKEK
Mon-Hodgkin lenforma |l 7.0
Beyin, sinir sistemi - 5.7
Pankreas [l 5,7
Bobrek | 5.5
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0
YSH

Sekil 2.2. Erkeklerde en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar
(Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2017) [35].
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Sekil 2.3. Kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar
(Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2017) [35].

2.2. Akciger Kanseri

2.2.1. Akciger Kanseri Epidemiyojisi

20. ylizy1lin basinda nadir olarak goriilen akciger kanseri, Cizelge 2.1.’de gosterildigi
gibi su an diinyada en fazla 6liime neden olan ve en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir.
Ancak burada asil 6nemli olan, akciger kanserinin glinlimiizde biitiin diinyadaki 6nde gelen
Onlenebilir 6liim nedenlerinden birisi oldugudur. Cogu kanser tiirlinde 6liim oranlarinda
azalma varken, akciger kanseri diinya ¢apmda epidemi yapmustir [36]. 2011 yil1 itibart ile
saptanan 1.6 milyon yeni kanser olgusunun %212,8'ini akciger kanseri olusturmaktadir. 1.1
milyonunu erkeklerin olusturdugu hastalarda ise oran %16,5°dir. Erkeklerde en yliksek
insidanslar, Dogu Avrupa, Giiney Avrupa ve Kuzey Amerika“da goriilmektedir.Kadinlarda
ise 516 000 yeni olgu saptanmis olup, tim olgularin %12,5“idir ve erkeklere gore daha

diistik oranda goriilmektedir.Kadinlarda en yiiksek insidans Kuzey Amerika, Kuzey



Avrupa ve Avusturalya'da goriilmektedir. Akciger kanserinin her iki cinste en az goriildiigi
yerler ise Orta ve Bati1 Afrika'dir. Sigara tiiketiminin %4’ten az oldugu Cin'de Avrupa
tilkelerine gore akciger kanseri insidansimin kadinlarda ¢ok daha yiiksek saptanmasi,

kullanilan pisirme yontemleri ve ev i¢i hava kirliliginden kaynaklanmaktadir [37].

Cizelge 2.1. i1k on siradaki kanserlerin hesaplanan olgu oranlari [38].

Erkek Kadin
Tip N % Tip n %
Prostat 217730 18 Meme 207090 28
Akciger, 116770 15 Akciger, | 405970 14
brons brons
Kolon, Kolon,
rektum 72090 9 rektum 70480 10
Uriner
sistem 52760 7 Uterus 43470 6
Deri ..
melanomu 38870 5 Tiroid 33930 5
Non- Non-
hodgkin lenfoma 35380 4 hodgkin 30160 4
lenfoma
Bobrek, Deri
renal pelvis 35370 4 29260 4
melanomu
Oral Bobrek,
kavite, farinks 25420 3 renal 22870 3
pelvis
Losemi
24690 3 Over 21880 3
Pankreas
21370 3 Pankreas 21770 3
Toplam
789620 100 Toplam 739940 100

Globocan 2002'de yer alan Tiirkiye tahminleri ise soyledir: Erkeklerde en sik goriilen
kanserler akciger, mide, mesane, kolorektal, larinks, prostat kanserleri olarak tahmin

edilmistir.Kadinlarda ilk alti sirada meme, kolorektal, mide, over, akciger kanserleri ve



16semiler vardir [39]. 2007 yilinda Saglik Bakanligi Kanser Savas Dairesi’nin raporunda,
iilkemizdeki sekiz biliyiik sehirde akciger kanserinin, tiim kanserler icinde %27 oraniyla
birinci siray1 aldigr saptanmustir [40]. Tiirk Toraks Dernegi Akciger ve Plevra Maligniteleri
Calisma Grubu (TAPMGQG) tarafindan yapilan ulusal, hastane bazli retrospektif ¢alismada,
11 849 akciger kanserli olgunun %90,4°1 erkek, %9,6’s1 kadin olup, olgular biiyiik oranda
(%56,7) 46-65 yaslar1 arasinda yer almaktadir [41].

2.2.2. Akciger Kanseri Etiyolojisi

Akciger kanseri etiyolojisinde ¢ok sayida faktor rol oynar. Bunlar sigara, mesleki
karsinojenler gibi c¢evresel faktorlerin yani sira hava kirliligi, diyet, viral enfeksiyonlar,
gecirilmis akciger hastaliklari, genetik ve immiinolojik faktorlerdir [42]. Sigara akciger
kanseri gelisiminden sorumlu en 6nemli faktordiir ve olgularin %90 dan fazlasindan
sorumludur. Tiitlin mamullerinin yiizyillardir kullaniliyor olmasina karsilik, akciger
kanserinin pandemik olarak ortaya ¢ikisi, ek maddeler igeren ve bdylece yeni

karsinojenlerin solunmasina yol agan ticari sigaralarin imal edilmesinden sonra olmustur

[43].

Cesitli organik ve inorganik maddeler ile temasin da akciger kanseri riskini arttirdigi
bilinmektedir. Bu mesleki karsinojenler arasinda, arsenik, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, nikel, kadmiyum, krom, mustard gazlar, klorometil ether ve klorometil
metil eter, radyasyon, vinil klorid, demir-gelik, asbest, berilyum, silika, formaldehid
sayilabilir [42]. I¢ ve dis ortam hava kirliligi, ¢evresel sigara maruziyeti, dizel yakitlarin
atiklar1 ile petrokimyasal atiklar akciger kanseri gelisiminde rol oynayan en Onemli
cevresel faktorlerdir [43]. A vitamini ve betakarotenden fakir diyet akciger kanseri riskini
arttirirken E vitamini ve selenyum kanser gelisme riskini azaltmaktadir [44]. Akcigerde
skar gelisimine yol acan tiiberkiiloz, akciger hastaligi, bronsektazi, pndmoni ve apse gibi
hastaliklar da akciger kanseri gelisme riskini arttirirlar. Kronik obstriiktif akciger hastaligi

varhiginda da bu risk yiikselmektedir [45, 46].
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2.2.3. Patolojik Simiflandirma

Akciger tliimorlerinin %95 brons epitelinden kaynaklanir. 9%5'ini ise bronsiyal
karsinoidler, mezotelyomalar, bronsiyal bez neoplazmlari, mezenkimal tiimorler,
lenfomalar ve bazi benign lezyonlar olusturmaktadir [47]. Akciger kanseri baslica dort
histolojik tipte bulunur.Skuamoéz hiicreli kanser, adenokanser, biiylik hiicreli indiferensiye
kanser ve kiiglik hiicreli akciger kanseri (KHAK) olarak siniflandirilmaktadir. Cogunlukla
ilk ti¢ tip akciger kanseri kiiglik hiicre disi akciger kanseri (KHDAK) olarak
siniflandirilmaktadir.Baz1 olgularda bu histolojik tipler kombine bulanabilirler [48].
Akciger kanserinin histolojik siniflamasi Diinya Saglhk Orgiitii tarafindan Cizelge 2.2.’de
gosterildigi gibi 2004 yilinda yeniden diizenlenmistir [48].
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Cizelge 2.2. DSO 2004 Akciger kanseri patolojik simiflandirmasi [48].

Hiicre tipi Varyantlar
®  Papiller
Skuamoz hiicreli karsinom .
®  Berrak hiicreli
®  Kiigiik hiicreli
® Bazoloid
®  Mikst tip
Adenokarsinom ®  Asiner adenokarsinom
®  Papiller

®  Brongioloalveoler

®  Miisin salgilayan solid adenokarsinom

Adenoskuamoz kanser

Biiyiik hiicreli néroendokrin kanser

Biiyiik hiicreli kanser ¢ Bazaloid

® | enfoepitelyoma benzeri

®  Seffaf hiicreli

® Rabdoid fenotipli

®  Pleomorfik
Sarkomatoid kanser o igsihiicreli

®  Dev hiicreli

®  Karsinosarkom

®  Pulmoner blastom
Karsinoid tiimor e Tipik

® Atipik
Tiikriik bezi tipindeki karsinomlar ®  Mukoepidermoid karsinom

®  Adenoidkistik karsinom
®  Epitelyal-miyoepitelyal karsinom

Kiiciik hiicreli kanser ®  Kombine kiigiik hiicreli kanser

Skuaméz Hiicreli Karsinom: Erkeklerde daha sik goriilen sigara ile iliskili kanser
tiridir. Daha cok biiylik bronslarin santralinden kaynaklanmakta ve lokal hiler lenf
nodlarina kolay yayilmaktadir. Periferik lokalizasyonlu lezyonlar genellikle skar ile
birliktedir. Toraks disina diger hiicre tiplerinden daha geg¢ yayilir. Histolojik olarak bu
tiimorler keratin inciler ve interselliiler kopriiler olusturan iyi diferansiye tipten, minimal
skuamoz 6zelligi olan indiferensiye tipe kadar degisebilmektedir. Prognozu diger tiplerden

daha iyidir [47].
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Adenokarsinom: Cinsiyet ayrimi gozetmeyen, yillar i¢inde sikligi her iki cinste de giderek
artan ve sigara icimi ile daha az iliskili akciger kanseri tipidir. Tiiberkiiloz, pnémoni,
pnomokonyoz, interstisyel fibrozis gibi akciger hastaliklarinin skarlari iizerinde tiimor
gelistigi  diislintilmektedir. Periferik havayollar1 ve alveollerden gelisen periferik
timorlerdir. Bu tiimorler epitel ve submukozal glandlarin proksimalinden de
gelisebilmektedir. Periferik olduklarindan metastatik adenokanser ayrimi zordur.

Bronkoalveoler tipte %40-50 miisin sekresyonu goriiliir [47, 49].

Biiyiik Hiicreli Karsinom: Biiyiikk hiicreli akciger kanseri, sitolojik diferansiyasyon
gostermeyen, skuamoéz veya glandiiler kanserlerin herhangi bir kategoriye giremeyecek
kadar indiferansiye seklidir. Genel olarak periferik yerlesimlidir. Kanser bazen kotii bir
anaplazi gosteren dev  hiicrelerden olusur. Erken donemde uzak metastaz

yapabilmektedirler [47].

Kiiciik Hiicreli Akciger Karsinomu: Erkeklerde kadinlara oranlara daha sik olup, sigara
ile iligkilidir. Nekroz ve hemoraji siktir. Submukozal damarlara penetrasyonu siktir.
KHAK hizli progrese olur [50]. Cogunlukla santral bir bronstan kaynaklanir. Akciger
karsinomlar1 arasinda kokeni tizerinde en ¢ok tartisilan tiimor tipidir. Hiicrelerde
ndrofilamentlerin gosterilmesi, Noron Spesifik Enolaz(NSE), seratonin, bombesin gibi
néroendokrin peptid hormonlarmin varligi tiimoriin néroendokrin hiicrelerden kdken

aldigin1 gostermektedir [51, 52].

2.2.4. Akciger Kanseri Evreleme

Kanserli hastalar1 prognoz ozelliklerine gore gruplayip, bu gruplamaya gore tedavi
planlama ihtiyaci, bir evreleme sisteminin gelistirilmesine yol agmustir. Ik kez 1946
yilinda 6nerilen TNM sistemi, Amerikan Kanser Birligi ve Uluslararas1 Kanser Miicadele
Birligi 1986 yilinda Uluslararast Akciger Kanseri Evreleme Sistemi adi altinda tek bir
sistem meydana getirmislerdir. 1996 yilinda tekrar gozden gecirilen bu sistemin
KHDAK'da uygulanmasi 6nerilmistir [53]. 1997 yilinda diizenlenen uluslararasi evreleme
sisteminde yasanan sorunlar nedeni ile, tekrar bir diizen getirilmistir. Uluslararas1 Akciger

Kanseri Calisma Orgiiti (IASLC) tarafindan, T N ve M tammlayicilarinda bazi
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degisiklikler onerilmis, timér boyutunun kuvvetli bir prognostik faktér oldugu ve farkli
boyutlardaki tiimorlerin farkli prognozlara sahip oldugu goriilmiistiir [54].

2.2.5. A549 Akciger Epitel Hiicre Hatt

A549 akciger kanseri hiicreleri D.J. Giard ve arkadaslar1 tarafindan 1972°de, 58
yasinda Orta Asya’li bir erkegin akciger karsinoma dokusundan izole edilmistir [6]. Izole
edilen akciger kanseri hiicreleri 1000 jenerasyon boyunca kiiltire edilmistir ve bu
hiicrelerin &liimsiiz oldugu sonucuna varilmistir [7]. ki tip alveoler hiicre vardir. Tip I,
alveollerin i¢ yiizeyinin %96’smi1 kaplamaktadir ve in vitro ortamda iiretilmesi zordur. Tip
II ise daha az yiizey kaplar ve bir¢cok fonksiyona sahiptir. Ayrica tip II hiicreler, tip I
hiicrelerinin ata hiicreleridir. Insan alveoler karsinoma hiicrelerden kdken alan A549
akciger hiicrelerinin fenotipi tip 11 alveoler hiicrelerin fenotipi ile eslesmekle birlikte, insan
primer alveoler epitel hiicrelerinde de bulunan bir¢ok karakteristik 6zellige de sahiptir [8,
9]. Bu sebeple yalnizcabakciger kanseri modellerinde degil ayn1 zamanda insan alveoler
epitelyal hiicrelerin in vitro ¢aligsmalarinda da model olarak genis bir kullanima sahiptir
[10-14, 7]. Hiicreler yiizeye yapisarak ¢ogalir ve ikiye katlanma zamanlar1 yaklasik olarak
22 saat siirer [15].

2.3.Bor

Son bulgular, yeterli bor durumunun saglik i¢in 6nemini giiglendirmistir. Borun etkileri,
cok yonlidiir; faydalart arttirmak ve bu etkili iz mineralinin tehlikelerini azaltmak i¢in
daha fazla c¢alisma gerektirir. Etkili bir dozda uygulandiginda, bor olaganiistii 6zellikler
gosterir ve besin degeri hafife alinamaz. Hayvanlarda ve insanlarda deneysel bor
uygulamasi bagisiklik, antioksidan etki, biiyiime ve embriyonik gelisimde belirgin bir
tyilesme ile sonuglanmistir. Bor ayrica beyin fonksiyonu, karaciger gelisimi, osteoporoz,
kanser tedavisi ve yara iyilesmesinde de iyilesmeleri kolaylagtirmistir. Yiiksek dozda bor
ise ters etkiler gostermistir; Bu nedenle bor kullanimu ticari 6lgekte smirlidir. Her ne kadar
bor iizerinde ¢ok sayida deneme yapilmis olsa da, son on yilda, eylem mekanizmalarin
aydinlatmak icin ek veriler gerekiyor. Terapotik yonleri ve saha uygulamalarini tesvik eden

her tiirlin bor ihtiyacini tahmin etmek i¢in yeni yontemler de gelistirilmelidir. [56].
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Bor elementi periyodik tabloda “B” semboliiyle gosterilen, 3A grubunda yer alan, atom
agirhigr 10,81 g/mol, yogunlugu 2,84 g/cm?, atom numarast 5 olan bu element
yerkabugunun bilesiminde bulunmaktadir. Bor, dogada elemental formda bulunmaz her
zaman oksijen ve diger elementlerle birlikte bulunur. Borun fizyolojik miktarlari, biiylime
ve gelisme ile ilgili ¢esitli maddelerin metabolizmasini ve tiiketimini degistirebilir [57]. Bu
nedenle bor, genellikle cilt, beyin, sindirim, iskelet ve bagisiklik organlar1 ve sistemleri
dahil olmak {izere gesitli organlar1 ve viicut sistemlerini etkiler. Omurgalilarda, boratlar
benzersiz yapisma ve yapisal Ozellikleri icin gereklidir [58]. Bu fonksiyon, artrit,
osteoporoz ve koroner kalp hastaligi gibi hayvanlarda belirli kosullar1 kolaylastirmaya
hizmet eder [59, 60]. Bor ayrica domuzlarda, tavuklarda, sigirlarda, devekuslarinda ve bazi
diger test edilmis tiirlerde hayvanlarda farkli metabolik parametreleri de degistirir [60—63].
Ayrica, kalsiyum, D vitamini ve magnezyum ile etkilesimleri nedeniyle farkli organlar i¢in

faydalidir [64-66].

Bor minerallerine sahip en yaygin kullanilan boratlar Cizelge 2.3'de listelenmistir [67,
68]. Besin boru ¢ogunlukla toprakta ve suda bulunur. Yerkabugu esas olarak toprakta

ortalama 10-20 ppm konsantrasyona sahip olan bor igerir [69].
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Cizelge 2.3. Diinyada en yaygin kullanilan bor iceren bilesikler

Bilesik Renk Bor yiizdesi Suda ¢oziintirliigi

Susuz boraks Beyaz 21,49 2,5556 g /100 g, 25
°C'de

Boraks Renksiz 11,34 592 g/ 100 g, 25°
C

Borik asit Beyaz 17,48 30,5C'de63.5¢g/L

Bor oksit Renksiz 31,06 Hafifce ¢oziiniir

Kolemanit Beyaz 15,78 Az ¢ozliniir

Sodyum perborat Beyaz 10,83 20°C'de15¢g/L

mono-hidrat

Sodyum  perborat | Beyaz 7,03 20°C'de23 g/L

tetra-hidrat

Ulexite Beyaz 13,33 Hafifce ¢oziiniir

Borun diyet kaynaklar bitki bazlidir (sebzeler, meyveler ve kuruyemisler). Ayrica, tim
ana yem tiirlerinde, ¢inko ve bakir gibi esansiyel iz minerallerin miktarina esdegerde
onemli miktarda bor bulundugu aciktir [70]. Tiirkiye'de borat iiretimi, 1865 yilinda
kalsiyum borat madenciligi ile basladi. Yaklastk aymi donemde, Nevada ve
Kaliforniya'daki Oliim Vadisi'nde baz1 borat rezervleri kesfedildi. Kaliforniya'daki Mojave
Coli'ndeki boraks tortusu 1913 yilinda bulundu [71, 72]. Sodyum boratlar 1960 yilinda
Kirka ve Anadolu'da bulundu. Tiirkiye, uzun yillar boyunca Avrupa borik asit iireticilerine
boratlar verdi [71, 73, 74]. Sonug olarak glinlimiizde Tiirkiye, Cizelge 2.4.’te gosterildigi

gibi diinyadaki en biiyiik bor tiriinleri tedarikgisi olarak bilinir.
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Cizelge 2.4. Diinyada bor rezervi (milyon ton)

Ulke Toplam rezervleri (milyon | Diinyadaki yiizde pay
ton)
Arjantin 09 01
Bolivya 19 02
Sili 41 05
Cin 36 04
Kazakistan 15 02
Peru 22 02
Rusya 100 11
Tiirkiye 563 64
ABD 80 09

2.3.1. Mikroorganizma ve Bitkilerde Borun Gerekliligi

Bor, cesitli biyolojik islevleri yerine getiren canli organizmalarin her c¢esidinde
bulunur. Boron, borofisin, aplasmomisin, tartrolon ve boromisin gibi mikrobiyal
antibiyotiklerin bir bilesenidir; bakteri ve algilama sinyali molekiilli, otomatik indiiktor
(Al-2) ve vibrioferrin'de bulunur [75, 76]. Baz1 deniz bakterileri bor igeren siderofor tiretir
[77]. Ayrica, bor algelit ve denizel siyanobakteriler i¢cin 6nemli bir elementtir [75, 78].
Azot fiksasyonunda yer alan Azotobacter'in da bu aktivite i¢in bor ihtiyac1 var. Mavi-yesil
algler ve Frankia cinsinin mikroorganizmalarinin da biiyimeleri ig¢in bor ihtiyaci vardir
[79-82]. Bor bitkilerin biiylimesi ve gelismesi i¢in de gereklidir ve su ve toprakta
bulunabilirligi tarimsal tiretimin kilit bir faktoriidiir [83]. Baz1 bilim adamlari, bitki hiicresi
duvarlarinda borun yaklasik %90'inin mevcut oldugunu degerlendirmistir [84]. Bor,
polihidroksil polimerler, pektinler ve polioller gibi hiicre ¢eperi bilesenleri ile kompleksler
olusturabilir [83, 85]. Bu, hiicreye sekil, glic ve saglamlik saglanmasinda yardimer olur
[86]. Bor, c¢iceklenme, tohum hazirlama, tozlagsma ve meyve kalitesi igin gerekli olan
onemli bir besindir. Yeterli bor alimi, déllenme ve meyve tutumunda artisa yardimci

olacaktir, ¢linkii polen tiipii olusumunda ve polen ¢imlenmesinde rol oynar [84].
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2.3.2. Hayvanlarda ve insanlarda Borun Rolii

Son zamanlarda, borun hayvanlar ve insan sagligi i¢in gerekli oldugu diisiinilmektedir
[62]. Kanser tedavisi bor notron yakalama ajanlart ile saglanabilir. Borik asit, meme
kanseri hiicrelerinin {istesinden gelmek icin ¢ok faydalidir [87]. Borun viicuttaki bazi kan
pihtilagsma faktorlerini etkileyebilecegi farz edilmektedir. Bor, lipid birikimini azaltmaya
yardimci olur ve kolesteroliin cesitli yollardan uzaklastirilmasinm1 saglar, boylece kan
pihtilart ve ateroskleroz gibi durumlarin olusma riskini en aza indirir ve viicudu kalp krizi
ve felglere karst korur [88]. Karmagik yapr ve baglanma Ozellikleri nedeniyle boratlar,
aldehitler dehidrojenaz, nitrik oksit sentaz, peptidaz, ksantin oksidaz ve proteazlar gibi
enzimler lizerinde inhibe edici etki gostermistir [89]. Bor, testosteron, dstrojen, glukoz ve
insiilinin metabolizmasini etkiler. . Glikoproteinler, glikolipitler ve hidroksil grubuna sahip
diger molekiiller borik asit ile kompleks olusturabilir ve membranin biitiinliiglini
degistirebilir [90, 91]. Boratlar ayrica kanserde, yara iyilesmesinde, hastaliklarin
kontroliinde, genotoksisiteyi azaltmada ve mitokondriyal membran aktivitesini modiile

etmede antiinflamatuar ve antioksidan bir ajan olarak etkilerini ortaya koymustur [92-94].

2.3.3. Bor ve Biiyiime Performansi

Bor, hiicre zarim giliglendirmedeki roliinden dolay1 biiyiime i¢in gereklidir [95]. Bor
eksikligi zayif biiyimeye neden oldugundan viicut biiylimesi ve gelisimi ig¢in uygun
konsantrasyonda mevcut olmahidir. Bir ¢alismada, 160 mg/L borla desteklenmis devekusu

civcivlerinin, son viicut agirligr tizerinde olumlu bir etki sergilemistir [96].

2.3.4. Bor ve Kemik Gelisimi

Bor kemik metabolizmasinda ve kemiklerin yenilenmesinde faydali oldugu igin
kemiklerin gelisiminde 6nemli rol oynar [97, 98]. Bor, kemiklerin ¢ogalmasinda ve
minerallesmesinde de rol oynar [99]. Borun kemiklerdeki gesitli metabolik aktiviteleri

etkiledigi iyi bilinmektedir. Kemik metabolizmasinda 6nemli rol oynayan magnezyum, D
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vitamini ve Kkalsiyum ile etkilesime girer [100]. Yas artisi gozenekli kemikte kemik
giigsiizliigiine neden olabilir ve bor, kalsiyum ve magnezyum seviyesinin etkili ¢alistigini
onaylayarak bu bozulmanin istesinden gelmeye yardimei olur [101, 102, 64]. Borun
osteoblastik hiicre aktivitesini kalsiyum etkisi ile hizlandirdigi goriilmektedir [103].
Hayvanlarda bor yoksunlugu, biiyiimenin bozulmasina ve anormal kemik gelismesine yol
acar [100]. Bordan yoksun birakilan siganlar, artan trabekiiler ayrilma ve azalmis kemik
hacmini gostermistir. Ayrica, bor eksikligi femur kuvvetinin azalmasina neden olmustur
[104]. Bor eksikligi mineral degisimlerle iligkilidir ve borun osteoblast aktivitesinde kemik
biiylimesini ve korunmasini desteklemekte rol oynadigmi diistindiiriir [105]. Bazi
arastirmacilar, hayvanlarda ve insanlarda uygun kemik gelisimi i¢in sadece optimal bir bor
dozu onermektedir [99, 106]. Daha onceki ¢alismalar, uygun dozlarin kemik kuvveti ve
gelisimi iizerinde arzu edilen etkilere sahip olabilecegini gostermistir. Diisiik miktarda bor
kaynagi osteoblastlarin farklilasmasini ve ¢ogalmasini hizlandirir [103]. Histopatolojik ve
mikrobiyolojik degerlendirme, borik asidin lokal veya sistematik uygulamasinin kemik

bozukluklarinin tedavisinde etkili oldugunu gostermistir [107].

2.3.5. Bor ve Karaciger Fonksiyonlari

Karaciger en biiyiik viicut bezidir ve gidalardan besin alan ilk organdir. Bu nedenle
karaciger, toksik maddelerin maruz kalma riskine daha yatkindir. Karaciger gelistikge,
karaciger hiicreleri bocek ilaci, ilag gibi toksik bilesenlerin detoksifikasyonu gibi
islevlerini yavas yavas yerine getirme kabiliyetine ulasir [108, 109]. Borun karaciger
gelisimi ve korunmasinda olumlu etkileri oldugunu bildirmistir. Cok diisiik yogunluklu
lipoprotein (VLDL) ve serum TG seviyelerinde belirgin azalma, oral yolla verilen borla
tedavi edilen hayvanlarda bildirilmistir [110]. Kesin mekanizmalar bilinmemekle birlikte
bor, oksidatif stresin etkilerini modiile ederek ve normal karaciger fonksiyonunu eski
haline getirerek karaciger hastaligimin olumsuz etkilerini agik¢a Onler [111]. Borun
mitokondriye etki ederek karaciger hasarini onledigi goriilmektedir. Krebs dongiisiinii,
glikoz alanin dongiislinli ve metiyonin metabolizmasim etkiledigi, boylece oksidatif stresi

azalttig1 ve karacigerin lipit profilini olumlu yo6nde etkiledigi bildirilmistir [112].
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2.3.6. Bor ve Embriyonik Gelisim

Fetiis, tamamen iz minerallerinden olusan maternal beslenmeye baglidir. Bu besin
maddelerinin yetersiz iletimi fetal mineral sagligia neden olabilir ve bu da fetal displazi
ve diger anormallikler ile sonuglanabilir. Ayrica, hamilelik doneminde anne beslenmesinin
yetersiz oldugu yenidoganlar, daha az viicut agirhigina sahiptir ve erken yasta mineral
yetmezligine yatkindir [113]. Bor takviyelerinin, kalsiyum ve D vitamini eksikligi olan
kuslarda ve sicanlardaki etkileri azalttigi bulunmustur [114, 115]. Daha once, alabalik
embriyosunun biliylimesinin ve zebra balig1 embriyosunun hayatta kalmasinin bor eksikligi
ile bozuldugu gosterilmistir [116, 117]. Ayrica, diisiik borlu profil, sicanlarin [118] ve
kurbagalarin [119] embriyonik gelisimini olumsuz etkilemistir. Bor eksikligi, Xenopus
laevis'teki oositlerin olgunlasma olaylarini da kisitlamistir [120]. Bor yoluyla fetal gelisim

ve sagkalimin gelisiminin altinda yatan mekanizma galisilmamustir [121].

2.3.7. Bor ve Beyin Aktivitesi

Bor, beynin calismasi icin esastir, ¢linkii eksikligi merkezi sinir sistemi {izerinde
olumsuz etkilere neden olabilir [122]. Insanlarda ve hayvanlarda beyin aktivitesinin
incelenmesi, diyetteki bor yoksunlugunun beynin elektriksel aktivitesinde bir diisiise neden
oldugunu gostermistir [123]. Bor takviyesi, psikomotor becerilerinin artmasina, daha az
uyusukluga, kisa siireli hafiza iyilestirmesine, zihinsel uyanikliga ve yash erkeklerde ve
kadinlara daha fazla dikkat edilmesine neden olmustur. Benzer etkiler sicanlarda da
gozlenmistir. Yiiksek frekans aktivitesindeki azalmalar, bor yetmezligi olan deneklerde
hafiza bozuklugu ile iliskilendirilmistir [123-125]. Bir bor eksikligi durumunu takip eden
bor takviyesi, psikomotor hiz ve el becerisinin gelismesine. dikkat ve hafizanin gelismis
kisa siireli biligsel siireglerine yol agar [123]. Borun beyin fonksiyonu ve beyin davranisi
iizerindeki etkisinin sinir uyarilarinin iletimini etkileyen membran degisikliklerinden

kaynaklandig1 varsayilmaktadir [126, 127].
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2.3.8. Bor ve Hormonal Etkiler

Bor, steroid hormonlarinin ve 6zellikle de seks hormonlarinin metabolizmasini etkiler.
Erkeklerde diisiik testosteron diizeylerini ve menopozal kadinlarda Ostrojen seviyelerini
yiikseltir [128, 129]. Yapilan bir ¢alisma sonucunda, 2 ay boyunca yapilan agir viicut
egzersizinin, profesyonel olmayan viicut gelistiricilerinin testosteron seviyesini
bozabilecegini gostermistir, ancak bor takviyesi bu hormonun seviyesini diizenlemistir
[130]. Borun beslenme ile alimi, kemirgen modelinde D vitamini eksikliginin olumsuz

etkilerini azaltmistir [131].

2.3.9. Bor ve Yara Iyilesmesi

Son giinlerde boratlar, farkli yaralarin tedavisi olarak ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
kullanilmaktadir. Borun yaranin iyilesmesindeki etki sekli belirsizdir, ancak bazi
denemeler protein, kollajen ve proteoglikan sentezine girdigini ortaya koymustur [132,
133]. Borun, proteinlerin, kollajen ve proteoglikanlarin salinimim artirarak yara iyilesmesi
stirecinde onemli bir rol oynadigi hiicre dist matrisin iiretimini diizenledigi incelenmistir.
Bor ayrica tiimér nekroz faktoriiniin salinimini ve sentezini tesvik eder [132, 134]. Borik
asidin ayrica DNA ¢ift sarmal kirilma olusumunu etkileyerek yara iyilesmesini
hizlandirdig1 bildirilmektedir [135]. Sonuglar ayrica, bor hidrojel formiilasyonunun yanik

yaralarini basarili bir sekilde iyilestirebilecegini de gostermektedir [136].

2.3.10. Bor ve Oksidatif Stres

Organofosfat (OP) bilesikleri oksidatif strese neden olur ve organizmalarda antioksidan
statiistinde degisikliklere neden olur. OP, gida tedariginde siklikla bocek ilaci olarak
kullanilir, bu nedenle hem insanlar hem de hayvanlar rutin olarak onlara maruz kalirlar
[137]. OP bilesikleri, ozellikle ROS olusumunda, ¢ok sayida hiicre zar1 bilesenine zarar
vererek toksik etkiler yaratmistir [138]. Son zamanlarda yapilan caligmalar, yeterli

miktarda bor bulunan hayvanlarin OP bilesiklerine karst korundugunu gostermistir. Borun
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verilmesi OP'nin azaltilmis oksidatif stres ve enzim aktivitesinin tersine donmesine neden
olmustur. Ek olarak, bor, antioksidan savunma mekanizmasini gelistirdi ve farelerde farkli
viicut organlarini restore etmistir [139]. Endotoksin ile indiiklenen oksidatif stres de bor
tatbikiyle tersine donmiistii. Endotoksin, serbest radikalleri iireterek organlari etkiler ve
bor, proteinlerde fonksiyonel ve yapisal degisikliklere neden olarak organlari
oksidasyondan koruyabilir [140]. Bor uygulamasinin, oksidanlar1 nétralize eden glutatyon
rezervlerini artirarak oksidatif stresi azalttigi diisiiniilmektedir. Ek olarak, borun verilmesi
GSH seviyelerini yiikseltir, bdylece malatyonun toksik etkilerini korur [139]. Yenidogan
nekrotizan enterokolit sican modelinde, bor takviyesi GSH rezervlerinin silinmesini

onlemek i¢in antioksidan seviyesini artirmistir [141].

2.3.11. Bor ve Anti-Enflamatuar veya immiin Tepki

Yakin tarihli bir ¢alisma borun bagisiklik sisteminin organlarinda 6nemli bir rol
oynadigini gostermistir [142]. Timus ve dalak omurgalilarda 6nemli immiin organlardir.
Timus hiicresel bagisikliga aracilik eder ve T lenfositlerin olgunlagmasini destekler. Dalak,
antikorlar iretir ve aktif olarak immiin tepkiye katilir. Uygun bir bor takviyesi seviyesi,
sicanlarda timik gelismeyi, makrofaj Fc reseptoriiniin  ekspresyonunu ve IL-6
salgilanmasini desteklemenin yan1 sira hiicresel bagisiklik fonksiyonunu arttirip
dolasimdaki NK hiicrelerinin sayisini artirabilir [143]. Birgok arastirma laboratuvari borun
enfeksiyon veya yaralanmaya verdigi yanmiti da etkiledigini agiklamistir [144]. Siganlara iki
grupta iki farkli bor takviyesi yapildiginda, biri diisiik bor diyetli (0.2 mg/kg) ve digeri
yiikksek bor diyetli (3 mg/kg) olmak iizere diisiik doz gruplarinda immiin yamtta artis
goriilmiistiir [145]. Bor ayrica, diyet yag asitleri dahil olmak {izere diger diyet faktorlerinin

yol a¢tig1 immiin hiicre popiilasyonlarinda degisiklikler yapabilir [146].

2.3.12. Bor ve Kanser Tedavisi

Deneysel ve epidemiyolojik caligsmalar, borik asidin insan prostat kanseri hiicreleri

tizerinde olumlu bir etkisi oldugunu gostermistir [147, 148]. Borun bu antikanserojen
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etkileri, NAD ve kalsiyum kanal1 tizerindeki etkisiyle iligkili olabilir. NAD, kolesterol ve
hiicreler i¢in yag tiretiminde gereklidir [149, 150]. Hiicre sagkalimi, Ca ++ '"min hiicrelerin
icine ve disina hareketine de baglidir. Calisan hiicre, NAD / NADP iiretiminin kesintiye
ugramasini etkiler. Borik asidin, konsantrasyona bagli olarak kanser hiicrelerinde NAD
iretimini ve Ca ++ salimimi degistirdigi bulunmustur. Kanser hiicresinin proliferasyonunun
boratlar tarafindan %30-97 oraninda azaldig bildirilmistir [147]. EK olarak, bor, prostat
kanserinin biiyiimesi i¢in gerekli olan timdrdeki insiilin biiylime faktorii-1'i dnemli 6lgiide
azaltmistir [151-153]. Bagigiklik sistemi zarar gormiis farelerin diyetine borik asit
eklendiginde, farelere nakledilen insan prostat kanseri timori disiis egilimi gostermistir
[153]. Calismalar ayrica borik asit ve fenilboronik asidin aktin diizenlemesini degistirdigini
ve boOylece prostat kanseri hiicrelerinde hiicre goglinii azalttigini ortaya koymaktadir.
Fenilboronik asidin, tiimér hiicresi gociliniin daha etkili bir inhibit6rii oldugu bildirilmistir
[154]. Ayrica, diyetle alinan bor alimimin kadinlarda akciger kanseri ve meme kanseri

riskini azalttig1 da gézlenmistir [155].

2.3.13. Gida ve Tibbi Sektorlerde Bor Uygulamalari

Bor bilesikleri ticari olarak kullanmilir ve neredeyse hepsi bor-oksijen bilesikleri ile
ilgilidir. Ester baglarinin olusumu ticari uygulamalara yol a¢mistir ve borun biyolojik
etkilesimi i¢in bir temel olusturmustur. Kapsiiller, efervesan tozlar, ¢ignenebilir tabletler ve
farkli sivilarda gida takviyesi olarak yaygin sekilde kullanilan boratlar, boraks ve borik
asittir. Bu iirlinlerin formiilasyonlar1 farkli iirtinlerde degisir. Ayrica, bu boratlar, farkl
gida triinlerinde 4 g/kg dozunda koruyucu olarak da kullanilabilir [156]. Piyasada en
yaygin kullanilan iirlinler bor aspartat, bor askorbat, bor selatlar1, bor sitrat, sodyum borat
ve kalsiyum fruktoborattir [157]. Tim boratlar arasinda en ¢ok calisilan nutrasotik,
kalsiyum fruktoborattir. Kalsiyum fruktoborat, temel olarak bir seker borat esteridir (SBE)
[158, 159]. Borik asit ve diger boratlarin esterlesmesiyle farkli sekerlerden iiretilir [158,
160]. Bu SBE'ler bitki kokenlidir, canlilarin hiicreleri tarafindan kolayca emilir ve
cogunlukla sebze ve meyvelerde bulunur [161, 162]. SBE'in en biiyiikk avantaji diger
boratlardan daha az toksisite olmasidir. Bu yiizden kalsiyumfruktoborat, osteoartrit ve

osteoporozun tedavisine ek olarak ticari olarak kullamilir [162, 163]. Bu arada,
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antienflamatuar 6zelliklere sahip olmasindan dolay1 kalsiyumfruktoboratin anjina pektoris
muzdarip hastalar i¢in kullandigi bildirilmistir [158, 164]. Bu nedenle, kalsiyum
fruktoborat diyet takviyeleri yasam kalitesini artirabilir [161-164]. Son zamanlarda, bazi
borat iriinleri de kanser tedavisi i¢in bor ndtron yakalama terapisinde yaygin sekilde
uygulanmaktadir [165, 166]. Ayrica, borik asit ve tetra-boratlar oral hijyen olarak kullanilir
ve diisiik konsantrasyonlu farkli iirinlerde kullanilir. Konsantrasyonlar1 daha yiiksek olan
bazi temizlik iirlinlerinde de kullanilirlar [167, 168]. Cam ve diger vitrik iirlinlerin
imalatinda boratlarin kullanilmasi, bor kullaniminin neredeyse yarisini olusturur. Tarim ve
kereste korumasi da onemli uygulama alanlaridir. Boratlarin kagit, kagit hamuru, seramik
ve diger endiistrilerde kullanimi igin yeni teknikler gelistirilmektedir [169]. Boraks
(sodyum borat), ¢amasir ve temizlik {riinleri, giibreler ve pestisitler gibi ev iiriinlerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir [170]. Borik asit ve disodyum oktaborat tetrahidrat, segilen
bakteri suslar1 lizerinde antibakteriyel etkiler ve antibiyofilm kapasiteleri gdstermistir.
Borun bu etkisi, tip ve endiistride farkli fonksiyonel mikroorganizma testlerinin
kullaniminda yeni yontemler bulmak i¢in dikkat ¢ekicidir [171]. Boraks, asilarda bir
bilesen olarak kullamilir [172]. Borun biyolojik sistemlerdeki 6nemli roliiniin farkindaligi
son yillarda ortaya c¢cikmistir. Bir¢ok iilke boratlarin gida {iriinlerinde kullanimina izin
vermistir [173]. Bor, karides, iri karides, eriste, piring ve nisasta jolesi gibi bazi gidalarda

esnekligi ve canlilig1 arttirmak i¢in bir doku maddesi olarak kullanilir.

2.3.14. Borun Diger Besin Maddeleriyle Etkilesimi

Yukarida tarif edilen borun sayisiz biyolojik etkisi, farkli minerallerle etkilesimi ile
iliskilendirilebilir. Ornegin, gesitli biyolojik fonksiyonlar1 etkilemek icin ¢esitli organik
bilesiklerle baglanir [174]. Cesitli arastirmalar, D vitamini eksikligi olan tavuklarin bora
maruz kaldiklarinda plazma glukoz seviyelerinde artis gosterdigini géstermistir [175, 176].
Ayrica, D vitamini eksikligi olan civcivler, piruvat ve trigliseritlerin (TG) daha yiiksek
plazma konsantrasyonlarimi gosterir; Bununla birlikte, diyet borunun verilmesi bu etkileri
hafifletmistir [177]. Sicanlarda bor eksikligi D vitamini eksikligine, nihayetinde plazma
piruvatina ve azalmis plazma TG konsantrasyonlarina yol agmaktadir [178]. Buna karsilik,

diyetin yeterli miktarda bor i¢erdigi durumlarda, boyle bir etki bildirilmemistir [172, 178].
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Bor eksikligi, civcivlerde ve sicanlarda hem D vitamini’nin hem de Mg'nin diyet seviyeleri

degistiginde ve biiyiime iizerindeki etkilerde hiperinsiilinemiyi de tesvik eder [179, 180].

2.3.15. Borun Metabolik Etkileri

Borun biyolojik etkileri ayrica borun canli organizmalarin biyolojik sistemleri
iizerindeki metabolik etkilerine de baglanabilir. Borun, hayvanlarin ve insanlarin
metabolizmasina katkida bulundugu iyi bilinmektedir. Canli organizmalarda, bor
karbonhidrat, mineraller, enzimler ve hematolojik endekslerin diizenlenmesi ve
metabolizmasini igeren sayisiz mekanizmay etkiler [180]. Hall ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir ¢alismada, LDL, TG ve siganlarda kolesterol seviyeleri bor eklendikten sonra
diismiistir [181]. Ayrica, ¢ok az sayida bilimsel veri, borun hematolojik indeksler
tizerindeki etkilerini de gostermistir. Boraksin, sicanlarda hemoglobin, beyaz kan hiicresi,
hematokrit, trombosit ve kirmizi kan hiicresi sayimini1 6nemli 6l¢iide diizenledigi bildirildi.

Benzer sekilde, lenfosit, monosit, nétrofil ve bazofil sayisi da etkilenmistir [182].

2.3.16. Borun Farmakokinetigi

Bor, hayvanlarda ve insanlarda barsak epitelinden ve gozler, agiz ve {iriner sistem gibi
mukoza dokularindan kolayca emilir [183]. Hunt, hayvanlarin ve insanlarin diyet inorganik
borunun yaklasik %100"inii emdigini belirtti [174]. Baz1 takviye edici bor bilesiklerine,
mineralizasyon isleminden sonra topraklarda sadece organik bilesikleri emdikleri igin
hayvanlar tarafindan erisilemeyebilir [124]. Doku homeostazi, fazla borun hizli bir sekilde
ortadan kaldirilmasiyla saglanir [124, 184]. Diyette bor alim1 arttik¢a, idrar atilimi ve diski
attmm da artmigtir. idrar bor atilimi oram, bor alimindaki degisime bagli olarak hizla
degismekte olup, bobregin viicutta bor diizenlemesi i¢in ana yer oldugunu
diisiindiirmektedir. 10 g/giin dozunda, ilave borun %84'iniin idrarda toplandigi
bildirilmektedir. Borun ortadan kaldirilmasinin yar1 6mrii yaklasik 21 saattir, ister oral ister
intravendz olarak saglikli bir viicutta uygulanir ve idrardaki bor, 0,3-10 mg bor alimi

araliginda daha hassas bir gostergedir [184, 185].
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2.3.17. Borun Toksik Etkileri

Oliimciil bor seviyesine iliskin mevcut veriler sinirlidir. Bor, farkli kaynaklardan
viicuda alimi ve yasam i¢in Oonemli bir unsurdur. Bor ve bilesiklerin viicut tlizerindeki
toksik etkileri, Ozellikle doku diizeyinde yeterince calisitlmamistir. Bazi tikaniklik,
iltihaplanma, eksfoliye edici dermatit, bobrek epitel hiicrelerinin dejenerasyonu, sisme ve
O0dem ile ilgili baz1 raporlar vardir. Diyet veya su seviyesine iligkin risk degerlendirmeleri,
diyet ve sudaki sodyum borat ve borik asidin yliksek diizeyde toksisiteye neden oldugunu
gostermistir. Deri yanmasina neden olmamakla birlikte gézlerde tahrise neden olurlar [186,
187]. Bor bilesikleri baz1 tiirlerde test edilen yiiksek dozlarda oldiiriiciidiir, fakat
kanserojen degildir [188, 189]. Ana toksisiteler iireme ve gelisimseldir [188]. Deneysel
olarak fetiisteki toksisite, tavsanlarda, sicanlarda ve farelerde tespit edilmistir [189-191].
Bor temasindan sonra bildirilen gelisimsel toksisiteler; azalmis fetal boyut, dogum 6ncesi
mortalite, merkezi sinir sistemi bozuklugu, goz tahrisi, kardiyovaskiiler sistem tizerindeki
etki, immiin organlar {izerindeki etki ve bagirsak apoptozisini igerir [63, 192, 189-193].
Boraksin, bobrek, kalin bagirsak, karaciger ve midede diisiik dozlarda histolojik
degisikliklere neden olmadig1 tespit edilmistir. Fakat eger dozlar artarsa, karacigerde ve
kalin bagirsakta klinik belirtiler olmadan hafif inflamatuar bir hiicre gogii tespit edilmistir.
Bununla birlikte, ¢cok yiiksek bir tek boraks dozu tatbik edildiginde, ¢ok yiiksek ddem,
enflamatuar hiicre gogli ve neovaskiilarizasyon gozlenmis ve klinik olarak alti1 sigandan
ikisi 5 saat i¢inde Olmiistiir. Cok yiiksek dozda boraks alimmin ani 6liime neden
olabilecegi ve ayrica uzun siirelerde yiliksek doz aliminin inflamatuar barsak hastaliklarinin
yolunu agabilecegi 6ne sirilmiistiir [194]. Omurgalilarda borla ilgili temel toksik sonug
{ireme sistemini igerir [188, 195-198]. Omegin, bor dejenerasyon, germ hiicre kaybr,
seminifer tiiblil atrofisi ve spermiasyonun inhibisyonu dahil olmak tiizere kopeklerin,
farelerin ve siganlarin ¢ogaltilmasinda diismanca etkiler baslatmistir. Ek olarak, farelerde

yumurtlama azalmasi ve lezyonlar da gézlenmistir [188].

2.4. PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase)

Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP)lar, DNA tamirine ek olarak ¢oklu hiicresel

islemleri yerine getiren enzim ailesindendir. PARP1 en iyi karakterize edilmis olanidir ve
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iki DNA hasart ile aktive olan PARP’lardan birisidir. Poli (ADPRiboz) Polimeraz (PARP,
MA: 116 kDa) cekirdekteki en fazla bulunan proteinlerden birisidir. Hedef hiicresel
proteinlerdeki NAD+ molekiillerinden ADP-riboz’un polimerizasyonunu dogrusal ya da
dallanmis polimerlere tutunarak katalizlemektedir. Bu 116 kDa protein, {i¢ ana domainden
olusmaktadir. Bunlar; 14 amino N-terminal DNA- bagli domain (DBD), otomodifikasyon
domain ve bir de karboksi C-terminal katalitik domaindir. PARP ¢ogu molekiilde ve
hiicresel siireclerde bir¢ok rol iistlenmektedir, bunlar; DNA hasar belirlenmesi ve onarimu,
kromatin modifikasyonlari, transkripsiyon ve hiicresel 6liim yollaridir. Bu siiregler; genom
onarimi, karsinogenez, yaslanma, iltihaplanma ve néron fonksiyonlar1 gibi fizyolojik ve
patolojik sonuglarda ¢ok kritiktir [199]. PARP1 ii¢ fonksiyonel gruptan olusan hiicresel bir
proteindir. Amino terminal DNA baglanma bélgesi ve iki adet ‘zinc finger bolgesi’
icermektedir ve bunlar PARPI’in DNA’nin tek ve ¢ift zincir hasarlarina baglanmada
onemli rol istlenmektedir. Merkezi oto modifikasyon bolgesi ADPRiboz’u c¢ekerek,
enzimler tarafindan poli(ADP ribozil)’in kendini sindirmesini saglar. C- terminal bdlgesi,

NAD+ ’nin alt birimindeki ADPRiboz’u protein alicilarina génderir [200].

2.4.1. Poli (ADP-Riboz) polimeraz (PARP)’1n apoptozdaki rolii

Kaspazin ilk belirlenmis substratlarindan olan PARP; 6zellikle, apoptoz ve nekrozda
gorev almaktadir ve biyologlar tarafindan “6liim substrat1” olarak taninmaktadir, ¢linkii
kaspaz substratlarinin ilk tespit edilenlerindendir. Apoptoz siirecinde, kaspaz 7 ve kaspaz
3, Asp214 ve Gly215 arasinda PARP’1 yarmaktadir ve p85 ve p25 pargalarina
ayirmaktadir. PARP yariklanmasi DBD ile katalitik domaini birbirinden ayirir ve enzimleri
inaktif hale getirir. Bu islem apoptoz sirasinda DNA parcalanmasina karsilik olarak PARP
aktivasyonunu yok etmektedir ve nekrotik hiicre 6liimiinde gerekli ATP tiiketimi ve DNA
onarim i¢in gerekli bosuna ¢abalara engel olmaktadir. Bundan dolayi, PARP yariklanmasi
hiicrenin, apoptotik yola girmesi i¢in yardimc1 olur ve apoptozun ayirt edici 6zelligi olarak

kabul edilmektedir [199, 201].

DNA’daki hasar miktarina gére PARP gorev yapmaktadir. Eger DNA’daki hasar ¢ok
yiiksek ise PARP, ATP/NAD tiiketimiyle hiicreyi nekroza gotiiriir. Fakat DNA’daki hasar
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az miktarda ise PARP ile birlikte diger DNA onarim enzimleri de devreye girer. Boylece
PARP, DNA onariminda gorev alir, hiicrenin yasama devam etmesini saglar, kaspaz
ailesinden apoptozda c¢ok kritik rol iistlenen ve PARP’1n parcalanmasinin ana sorumlusu
olan kaspaz [202] aktiflesmis ise PARP yariklanmasi gergeklestirilerek,hiicrenin apoptoza
girmesi saglanacaktir. Sekil 2.6.’da DNA onarimi ve asir1 PARP akvitasyonu verilmistir
[203].

DINA Hasari

r-—--'

I - a
|

Sekil 2.6. DNA onarimi ve PARP’1n asir1 aktivasyonu.

DNA hasarinin yogunlugu PARP aktivasyonunu ve hiicresel sagkalimi belirler. Kiigiik
DNA hasari, PARP aktivasyonunu tetikleyereck DNA onarimini ve hiicresel sagkalimi
kolaylastirir. DNA hasari’nin onarillamamasi, pS3'e bagli apoptotik yolu aktive eder. Ana
DNA hasari, hiicresel NAD + / ATP depolarimi tiiketen asirt PARP aktivasyonunu
tetikleyebilir. NAD + / ATP tiikenmesi apoptozu bloke eder ve nekrozla sonuglanir.
PARP'!n inhibisyonu, hiicresel enerji depolarint ve bunun sonucunda ortaya c¢ikan
apoptozu onarmay1 onler ve korur.

2.5. VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii)

VEGF, 1983°te Senger ve ark.’1 tarafindan, 34-42 kDa protein, vaskiiler permeabilite
faktorii (VPF) olarak tanimlanmis ancak ilk olarak 1989 yilinda Farrara ve ark’1 ile

Connolly ve ark.’1 tarafindan hipofiz hiicrelerinden bir endotelyal hiicre mitojeni olarak
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VEGF izole edilmistir [204-206]. Ilk olarak 1992’de Kim ve arkadaslar1 hayvan modelinde
xenograftinda VEGF monokloral antikorun tiimér olusumunu yavaslattigini gostermistir
[207].

VEGF endotelyal hiicreler igin, in vivo ve in vitro, sagkalim faktoriidir [208, 209].
VEGF ailesi, anjiogenik ve hiicre sagkalim ozellikleri nedeniyle 6nemlidir [210].
Neoplastik hiicreler VEGF sekrete eder, yeni damar olusumu ile oksijen ve besin
maddeleri saglar ve ayni zamanda metastazi kolaylastirir. VEGF, tiimor hiicreleriini
hipoksi, kemoterapi, radyoterapi gibi stres durumlarindan korur.

Anjiogenezis; timdr biliylimesi i¢in dnemlidir. VEGF’i iceren ¢esitli anjiogenik peptid
ve proteinlerce kontol edilir. VEGF; tiimor hiicreleri tarafindan iiretilebilen bir
glikoproteindir ve tiimorlerin i¢indeki endotelyal hiicrelerin proliferasyonu iizerine direkt
bir etkiye sahiptir. Tiimér VEGF expresyonu artis1 kanserlerde kotii prognozla koreledir
[211].
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3.MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar

Adi Markasi
Buzdolab1 +4/-20 °C Vestel
Buzdolabi -80 °C Wisecryo

CO2’li Etiiv

Heal Force Smart Cell

ELISA Pleyt Okuyucu

Thermo Scientific

Multiskan FC
Hassas Terazi Precisa
Invert Mikroskop Nikon Eclipse TS100
Mikropipet Seti Isolab
Mikroskop (Inverted) Nikon Eclipse TS100
Puar Isolap
Santrifiij Niive NFS8OOR
Steril Kabin Biohazard Safety Cabinet
Vorteks Wisemix VM-10
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3.1.2. Kullanilan Sarf malzemeler

Tez calismasinda kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.2.’de gdsterilmistir.

Cizelge 3.2. Tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler

Marka/Lot Numarasi- Katalog Numarasi

Borik Asit

Sigma/ B6768

Cell Counting Kit-8 (CCK-8 Kit)

ABP Biosciences/ AB1714A2

Cis Platin

Sigma/ 232120

Etanol

Sigma

Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

Gibco/2028282

Fetal Bovine Serum

Gibco/08A1374K

Human(PARP)ELISA Kit

Sun-Red/201904

Human(T-AOC)ELISA Kit

Sun-Red/201812

Human(TOS)ELISA Kit

Sun-Red/201812

Human(VEGF)ELISA Kit

Sun-Red/201812

Penicilin/Streptomicin

Gibco/15140122

Pipet Ucu 0,5-10 pl Isolab

Pipet Ucu 20-100 pl Isolab

Pipet Ucu 100-1000 pl Isolab

RPMI Medium 1640 (L Glutaminli) Gibco/1976779
Steril Cam Pipet 5ml SPL/91005
Steril Cam Pipet 10ml SPL/91010
Steril Cam Pipet 25ml SPL/91025

Steril Falkon Tiip -Vida Kapakli-15 ml

Lp Italiana Spa/L111548

Steril Falkon Tiip -Vida Kapakli-50 ml

Lp Italiana Spa/L116048

Steril Plate 96’lik SPL/39096
Steril Plate 24’likk SPL/39024
Steril Flask T25 SPL/70125
Steril Flask T75 SPL/70175

Tripsin-EDTA

Capricorn/CP18-2312
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3.1.3 Hiicre Materyali

Aragtirmada kullanilan insan akciger alveoler bazal epitel hiicreleri (A549) Afyon
Kocatepe Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Laboratuvari’nda gérev

yapan Dog. Dr. Omer Hazman’dan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Oncesi Sterilizasyon

Hiicre kiiltiiri asamalarinda kullanilan biitiin plastik malzemeler ve hazir olarak
bulunan steril kimyasallar ticari firmalardan saglandi. Inkubasyonlar gergeklestirildikten
sonra elde edilen hiicrelerden hazirlanan lizatlar ve medyum Orneklerinde asagida

aciklanan yontemler ve kitler kullanilarak ilgili parametrelerin tayinleri yapildi.

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii

A549 hiicrelerinin kiiltiiriinde kullanilan besiyerinin temel icerigi RPMI 1640 olmakla
birlikte %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin icermektedir. Hiicre
kiltiirii steril olarak hazirlanmis medyum iceren T25’lik ve T75’lik flasklar igerisinde %5
CO; ve 37 °C sicaklik sartlarim saglayan karbondioksitli inkiibatorde steril sartlarda inkiibe

edilerek yapilmustir.

Cogaltilmakta olan hiicreler, kiiltiir flaskinin yaklasik %85’ini kaplayan yogunluga
ulastiklarinda pasajlama islemleri gerceklestirilmistir. Hiicreler yeterli sayiya ulastiklarinda

deneylerde kullanilmistir.

3.2.3. Cell Counting Kit-8 (CCK-8) Hiicre Canlilik Testi

CCK-8 hiicre canlilik testi icin hiicreler, 96 kuyucuklu pleyte %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin igeren RPMI vasatta 5x10° hiicre/ml olacak sekilde 90 pl olarak
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ekildi ve %5 CO; ve 37°C’lik inkiibatdrde inkiibe edildi. Hiicreler yiizeye yapistiktan sonra

kuyucuklar Cizelge 3.3.’te belirtilen gruplara ayrildi ve 10’ar ul olarak uygulamalar

yapildi. Her gruptan ii¢ 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

Grup 5 40 mM Borik Asit

Grup 6 20 mM Borik Asit

Grup7 10 mM Borik Asit

Grup 8 5 mM Borik Asit

Uc farkli saat dl¢iimii yapilacag: icin yukaridaki islemler ii¢ farkli saat grubu icin de

gerceklestirildi. Uygulamalar yapildiktan sonra her grup kendi inkiibasyon siiresince (24,
48, 72) inkiibe edildi. 24 saatin sonunda ilk gruba 10 ul CCK 8 soliisyonu eklendi. 2 saat

inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 10 saniye c¢alkalama yapilip 450 nm

dalga boyunda Plate Reader ile dlgiim yapildi. Ayni islemler 48 ve 72 saat gruplarina da
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uygulandi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda diger analizler 48 saatlik inkiibasyon siiresi

iizerinden gergeklestirildi.

3.2.4. PARP Analizi

PARP analizi i¢in T75’lik flasklardaki hiicreler kullanildi. Hiicreler tripsin yardimiyla
kaldirildi. Ardindan tripsinin etkisini ortadan kaldirmak i¢in medyum eklendi. Bu
asamadan sonra santriflij edildi siipernatant atildi ve elde edilen pelet medyum ilavesi ile

stispansiyon haline getirildi.

Deney i¢in 24 kuyucuklu hiicre kiiltir pleytleri kullanildi. A549 hiicreleri 5x10°
yogunlukta olacak sekilde kuyucuklara ekildi. Pleyt hiicrelerin yiizeye yapismasi icin
inkiibatérde bekletildi ve daha sonra inkiibatérden alinan hiicreler ¢esitli
konsantrasyondaki bor ile muamele edildi. 48 saat beklenmek iizere 37°C’lik inkiibatére
yerlestirildi. 48 saat sonunda hiicreler inkiibatérden alindi. Alinan pleytdeki hiicrelerden
besiyerler ¢ekildi ve yaklasik 700 ul PBS ile muamele edildi. Muamele edilen hiicrelerden
PBS c¢ekildi. Hiicrelere 200 pl tripsin eklenerek 37°C’lik inkiibatdre yerlestirildi ve
hiicrelerin kalkmasi saglandi. Yiizeyden ayrilan hiicrelere 450 pl medyum eklenerek
tripsinin etkisi kaldirildi. Hiicreler tek kullammlik pipet yardimiyla PARP analizi igin
ependorfa aktarildi.

Epondorftaki hiicreler 2100 rpm’de 20 dakika 15°C santriflij edildi. Santrifiij sonrasi,
siipernatant atildi. Ependorflar igerisine medyum eklendi ve hafif¢e karistirildi daha sonra
kit i¢indeki tek kulllanimlik antikor yiiklii 96 kuyucuklu pleyte ekildi. Reaktifler, 6rnekler
ve standartlar hazirlandi. Hazirlanmis 6rnekler ve standartlar, 96’lik pleyte ekildi ve 37°C’
de 60 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama soliisyonu ile
kuyucuklar her biri bes kez olmak tizere yikandi, Kromojen ¢6zeltisi A ve B ilave edildi,
37° C' de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra stop ¢ozeltisi eklendi ve dl¢limii
gergeklestirildi.
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3.2.5. VEGF Analizi

VEGF analizi i¢in T75’lik flasklardaki hiicreler kullanildi. Hiicreler tripsin yardimiyla
kaldirildi. Ardindan tripsinin etkisini ortadan kaldirmak i¢in medyum eklendi. Bu
asamadan sonra santrifiij edildi siipernatant atildi ve elde edilen pelet medyum ilavesi ile

stispansiyon haline getirildi.

Deney i¢in 24 kuyucuklu hiicre kiiltir pleytleri kullanildi. A549 hiicresi 5x10°
yogunlukta olacak sekilde kuyucuklara ekildi Pleyt hiicrelerin yiizeye yapigmasi igin
inkiibatérde bekletildi ve daha sonra inkiibatorden alinan hiicreler ¢esitli
konsantrasyondaki bor ile muamele edildi. 48 saat beklenmek iizere 37°C’lik inkiibatore
yerlestirildi. 48 saat sonunda hiicreler inkiibatorden alindi. Alinan pleytteki hiicrelerden
besiyerler ¢ekildi ve yaklasik 700 ul PBS ile muamele edildi. Muamele edilen hiicrelerden
PBS ¢ekildi. Hiicrelere 200ul tripsin eklenerek 37°C° lik inkiibatore yerlestirildi ve
hiicrelerin kalkmasi1 saglandi. Yiizeyden ayrilan hiicrelere 450l medyum eklenerek
tripsinin etkisi kaldirildi. Hiicreler tek kullanimlik pipet yardimiyla VEGF analizi i¢in

ependorfa aktarildi.

Epondorftaki hiicreler 2100 rpm’de 20 dakika 15°C santriftij edildi. Santriflij sonrast,
siipernatant atildi. Ependorflar igerisine medyum eklendi ve hafifge karistirildi daha sonra
kit i¢indeki tek kulllanimlik antikor yiiklii 96 kuyucuklu pleyte ekildi. Reaktifler, 6rnekler
ve standartlar hazirlandi. Hazirlanmis 6rnekler ve standartlar, 96’lik pleyte ekildi ve 37
°C'de 60 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama soliisyonu ile
kuyucuklar her biri bes kez olmak tizere yikandi, Kromojen ¢ozeltisi A ve B ilave edildi,
37 © C'de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra stop ¢ozeltisi eklendi ve 6l¢iimii
gerceklestirildi.

3.2.6. istatistiksel Analizler

Calismamizda ELISA cihaz test sonuglart SPSS-20 istatistik program kullanilarak analiz
edilmistir. Sonuglar ortalama (SE) standart hata olarak verilmistir (SE = SD / n).
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Gruplarin homojenligi test edildikten sonra, gruplar arasindaki farkliliklar1 bulmak igin tek
yonlii ANOVA testinde Duncan kullamildi. Farkliliklar P <0,05'te istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Proliferasyon Deneyi Bulgulari

A549 Akciger kanseri hiicre hatti i¢in konsantrasyon araliklari; 5, 10, 20, 40, 75, 100
mM olarak belirlendi. 24, 48 ve 72. saatler sonunda CCK-8 kiti kullanmilarak kanser
hiicrelerinin %50’sinin 6limiine yol agtig1 i¢in latel 50 (LD50) dozu 20 mM olarak tespit
edildi. Kanser hiicrelerin canlilik orani Cizelge 4.1.”de verilmistir. Analizler 48. saatte daha

anlamli sonuglar vermistir. Yapilan diger deneylerde bu saat ve konsantrasyon esas

alimmustir.

Cizelge 4.1. Canlilik-Konsantrasyon Grafigi

% Canlilik-Konsantrasyon
120
100 —¥A

% Canlilik
(2]
o

=@=24. Saat
40

20 == 48. Saat

0 . . . 72. Saat

Konsantrasyon

4.2. PARP ve VEGF Analizi Bulgulari

10 mM, 20 mM ve 40 mM’lik konstantrasyonlarda borik asit uygulanmis A549 hiicre
hattinda PARP ve VEGF analizleri yapilmistir. Alinan sonuglar Cizelge 4.2.’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. PARP ve VEGF sonuglari

PARP (ng\L) VGEF (ng\L)
0,63%0,02"
Kontrol 0,2480+ 0,04*
b
0,074+0,01
BORIOMM | 0 6881+ 0,08"
b
0,068+0,01
BOR20mM 10,6219+ 0,01
b
0,062+0,006
BORAOMM 10,6560+ 0,08"
. 0,53+0,05
Sisplatin 0,6365+ 0,03b

* Ayni stitundaki farkli harfler birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir. (P<0,05)

4.3. TAS ve TOS Analizi Bulgular

TAS ve TOS analizleri sonucunda anlamli bir degisiklik bulunamamistir. Veriler Cizelge

4.3.”de verilmistir.

Cizelge 4.3. TAS ve TOS sonuglari

TAS mmol/L TOS mmol/L

Kontrol 0,7455+0,2 2
0,9365+0,03 2

BOR 10 mM 0.7606+02%
’ ’ 0,9515+0,02 2

BOR 20 Mm +028
0,7889+0,2 0,9629+0,04

BOR 40 Mm 0,7904+0,1 °
0,9726+0,02 2
Sisplatin 0,8006+0,2° 0,9804+0,02 2

* Aymi stitundaki farkli harfler birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir. (P<0,05)
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5. TARTISMA

Bor, niikleer, cam, seramik, ilag, deterjan, tarim ve giibre sanayinden otomobil
sanayisine kadar 400°den fazla alanda kullanilmakta olan, kullanim alanlar1 her gegen giin
artan bir elementtir. Mevcut kullanim alanlar1 géz Oniine alindiginda bor diinyanin en

stratejik madeni konumundadir [16, 17].

Yeni yapilan arastirmalarla borun insan sagligi i¢in onemli bir element oldugu
gosterilmektedir [18-24]. Ozellikle kemik ve dislerin yapisinda bulunan bor; kalsiyum,
fosfor ve magnezyum absorpsiyonunda rol almaktadir. Dolayisiyla kemik sagligi agisindan
onemli bir elementtir. Nitekim giinliik bor takviyesinin osteoporoz tedavisinde etkili
oldugu belirlenmistir [19]. Yapilan bir baska calismada koroner kalp hastaliklarina iyi
geldigi ifade edilmektedir [20]. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak, bu ¢alisma A549 insan
akciger kanseri hiicre hattinda fakli konsantrasyonlardaki borun etkisini arastirmak

amaciyla yapilmstir.

Barranco ve Echert, DU-145 prostat kanseri hiicre hattinda 60 mM'de borik asit
tarafindan proliferatif inhibisyon belirlemis ve borik asidin biliylimeyi baskiladigin
gozlemlemistir. Bu konsantrasyon farmakolojik anti-kanser ilaglarindan daha yiiksek
olmasina ragmen, insan diyetinde ve farmakolojik ¢alismalarinda bu araliktaki bor
konsantrasyon seviyelerinin normal oldugu bildirilmistir. Insanlarda bor seviyelerinin diyet
alimim yansittigi ve bu degerlerin 13 ila 70 mM arasinda degistigi bildirilmistir [87].
Baska bir ¢alismada ise, borik asitin etkisi, Ostrojen reseptorii negatif insan meme kanseri
hiicre dizileri olan MDA-MB-231 ve MDA-MB-435’de ¢alisilmistir, fakat her iki hiicreye
bir etki gostermemistir ayrica, dstrojen reseptorii pozitif hiicre hatlart olan MCF-7 ve T47-
D’de de anlamli bir inhibisyon gozlenmemistir. Bunun etkisinin kullanilan farkli hiicre
medyumlar1 olabilecegi ongoriilmiistiir. 7.glinde alinan olglimlerde 1mM’lik borik asidin
ise, Ostrojen reseptorii negatif SK-BR-3 hiicre hattinda %15°lik bir bilylime inhibisyonu,
Ostrojen reseptor pozitif hiicre hattt ZR-75-1’de ise, %40 biiylime inhibisyonu goriilmiistiir.
Bu calismalarin 15181 altinda, borik asitin inhibisyon etkisinin, steroid hormon

metabolizmasina yanit olmadig ongoriilmiistiir. Bu veriler dogrultusunda, borik asitin

39



timor biliyiimesini engelleyen mekanizmadaki rolii anlasilamamustir [212]. Molekiiler
calismalarda, borik asitin, riboz, NAD dahil olmak {izere niikleotidlerin pargalar tizerinde
bulunan cis-diollere baglandig: tespit edilmistir. Buradan yola ¢ikarak arastirmacilar, borik
asitin niikleotidlerle, niikleotid-borat kompleksleri yaparak, niikleotidlerin isleyis veya
kullanimini antiproliferatif olarak etkiledigini diisinmiislerdir [213, 214]. Yapilan bagka
bir ¢calismada ise Scorei R. ve ark. borik asitin ve kalsiyum fruktoboratin MDA-MB-231
meme kanser hiicre hattina olan etkilerini incelemislerdir. Farkli konsantrasyondaki borik
asit ve fruktoboratin (0,45-22,5 mM) hiicre canliligi lizerine olan etkileri 3- (4,5-
dimetiltiazol il-2) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MMT) yontemi ile incelenmistir. CF ve
BA'min, MDA-MB-231 hiicrelerinde konsantrasyona bagl bir sitotoksisiteyi indiikledigini
goriilmiistiir [215]. Ceyhan ve ark. DU-145 insan Prostat Kanseri Hiicre Hattinda Borik
Asidin yiiksek konsantrasyonlarinin oksidatif strese, apoptotik yollara ve morfolojik
degisikliklere etkilerini incelemislerdir. Degisen konsantrasyonlarda uygulanan borik asit
(0-16,15 mM) 24 saat sonunda hiicrelerin canliligi tlizerine olan etkileri MTT ile
incelenmistir. Borik asit iceren hiicrelerin, kontrolle kiyaslandiginda hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir diisiise neden oldugu tespit edilmistir [216]. Yapilan bu
caligmada ise 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM ve 100 mM borik asit uygulanmis ve 24.,
48., ve 72. saatlerde A549 akciger kanseri hiicre hattinda konsantrasyon ve zamana bagl
olarak hiicre proliferasyonunda dogru orantili bir azalma goriilmiistiir. Ancak 72. saat
verilerinde aldinan ¢ok yiiksek antiproliferatif etki sonunca diger galismalar 48 saatlik

inkiibasyon siiresi iizerinden yapilmistir.

Ceyhan ve ark. DU-145 insan prostat kanseri hiicre hattinda borik asidin yiiksek
konsantrasyonlarinin oksidatif strese etkisini incelemistir. Oksidan ve antioksidan durumu
ol¢mek i¢in TAS-TOS parametreleri kullanilmistir ve bu parametreler en sik kullanilan
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 énemli bir azalmaya yol
acmistir. Sonug olarak, bu caligmada 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 varmislardir [216]. Buna karsilik
A549 akciger kanseri hiicre hatt1 lizerine yapilan bu ¢calismada da TAS ve TOS degerlerine

bakilmis ancak aralarinda anlamli bir farkin olmadig tespit edilmistir.
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Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP)lar, DNA tamirine ek olarak ¢oklu hiicresel islemleri
yerine getiren enzim ailesindendir. PARP1 en iyi karakterize edilmistir ve iki DNA hasari
ile aktive olan PARP’lardan birisidir. Poli (ADPRiboz) Polimeraz (PARP, MA: 116 kDa)
cekirdekte en fazla bulunan proteinlerden birisidir. Hedef hiicresel proteinlerdeki NAD+
molekiillerinden ADP-riboz’un polimerizasyonunu dogrusal ya da dallanmis polimerlere
tutunarak katalizlemektedir. PARP ¢ogu molekiilde ve hiicresel siireglerde birgok rol
iistlenmektedir, bunlar; DNA hasar belirlenmesi ve onarimi, kromatin modifikasyonlari,
transkripsiyon ve hiicresel 6liim yollaridir. Bu siiregler; genom onarimi, karsinogenez,
yaslanma, iltihaplanma ve ndron fonksiyonlar1 gibi fizyolojik ve patolojik sonuglarda ¢ok
kritiktir [199]. Kaspazin ilk belirlenmis substratlarindan olan PARP; 6zellikle, apoptoz ve
nekrozda gorev almaktadir. Apoptoz siirecinde, kaspaz 7 ve kaspaz 3, Asp214 ve Gly215
arasinda PARP’1 yarmaktadir ve p85 ve p25 parcalarina ayirmaktadir. PARP yariklanmasi
DBD ile katalitik domaini birbirinden ayirir ve enzimleri inaktif hale getirir. Bu islem
apoptoz sirasinda DNA pargalanmasina karsilik olarak PARP aktivasyonunu yok
etmektedir ve nekrotik hiicre 6liimiinde gerekli ATP tiiketimi ve DNA onarim igin gerekli
bosuna cabalara engel olmaktadir. Bundan dolay1, PARP yariklanmasi hiicrenin, apoptotik
yola girmesi i¢in yardimci olur ve apoptozun ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilmektedir
[199, 201]. PARP DNA’daki hasar miktarina gore gorev yapmaktadir. Eger DNA’daki
hasar ¢ok yiiksek ise PARP, ATP/NAD tiiketimiyle hiicreyi nekroza gotiiriir. Eger
DNA’daki hasar az miktarda ise diger DNA onarim enzimleriyle birlikte PARP DNA
onariminda gorev alarak hiicrenin yasamasini saglar, kaspaz ailesinden apoptozda ¢ok
kritik rol iistlenen ve PARP’1n yariklanmasinin ana sorumlusu olan kaspaz aktiflesmis ise
PARP yariklanmasi gergeklestirilerek, hiicre apoptoza gitmektedir [202]. Yapilan bir
caligmada 48 saat siire ile DPB (Disodyum Pentaboratdekahidrat) uygulanmis BPH-
1(Benign Prostat Hiperplazi Hiicre Hatti) hiicre hatlarinda PARP proteininin
konsantrasyona bagli azalist DNA’nin tamir mekanizmasi yoluna girmedigini gosterirken
kirpilmis PARP seviyesinin tam tersi artis gostermesi ise hiicrelerin apoptoz yolagina
girdigini gostermektedir [217]. Yapilan bu ¢alismada ise PARP seviyesi kontrol grubuna
gore yliksek c¢ikmis ve aralarinda anlamli bir fark goriilmiistiir. Cisplatin grubuyla
karsilastirildiginda ise aralarinda herhangi anlaml bir fark gézlemlenmemistir. PARP’1n
asir1 aktivasyonu, daha fazla NAD* ve ATP tiiketimine yol agar bu da dolayisiyla hiicrenin

islevinin bozulmasina veya nekroza neden olur [218]. Yapilan deney sonucunda PARP
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degerleri cisplatin grubunda ve borik asit konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplarda
yiiksek ¢ikmistir.Bu durum PARP’1n asir1 aktivasyonu sonucunda ihtiya¢ duyulan ATP ve
NAD’in karsilanamamasindan kaynakli olarak hiicrenin nekrotik Oliime gittigini
disiindiirmektedir. Ayn1 yorum kullanilan borik asit konsantrasyonlari i¢in de yapilabilir.
Bunlara ek olarak TAS-TOS degerlerine de bakilmugtir. Fakat aralarinda anlamli bir
iliskinin olmadig1 tespit edilmistir. Kanser hiicreleri kontrolsiiz olarak biiyiiylip ¢cogalmaya
baslarlar. Bu hiicreler daha fazla biiyiiyebilmeleri i¢in yeni damar olusumuna ihtiyag
duyarlar. Kanser hiicreleri ¢ok sayida anjiogenik faktdr (VEGF, epidermal biiylime faktori
(EGF), interlokin-18 gibi) salgilarlar. Bu faktorlerin ¢ogu farkli kiiciik damarlara etki
ederek endotel hiicredeki reseptorlere baglanirlar ve sonugta yeni damarlar olusur [219,
215]. Bu bilgiden yola c¢ikarak VEGF degerleri kanserli hiicrelerde artar sitotoksik
ilaglarda ise azalir. Yapilan bir calismada insan testikiiler germ hiicre tiimorlerinde bor
tiirevlerinden boraksin tedavi siirecine etkisi arastirilmis ve yliksek dozlarda VEGF
ekspresyonunu baskilayarak anti invaziv bir etki olusturabildigi bulunmustur [220].
Yapilan bu calismada borik asidin kontrol ve hatta cisplatin grubuna gore bile VEGF
seviyesini diisiirdiigi gézlemlenmistir. Sonug olarak cesitli BA konsantrasyonlarinin A-
549 akciger kanseri hiicre hattinda antiproliferatif etki gosterdigi gozlemlenmistir.
Uygulanan BA konsantrasyonlarinin VEGF seviyelerini azalttigi, PARP seviyelerini ise

arttirdig1 belirlenmistir. TAS-TOS analizlerinde ise anlaml bir farklilik belirlenememistir.
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