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OZET
Yiksek Lisans Tezi

MEME KANSERI HUCRELERINDE BOR BILESIKLERININ ANTI-
ENFLAMATUAR ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Erding flkay OKAN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Burcu Erbaykent TEPEDELEN

Meme kanseri, siit bezi veya siit kanalindaki hiicrelerde meydana gelen gesitli etkenler
sonucu kontrolsiiz sekilde ¢ogalan ve baska organlara yayilma potansiyeli gdsteren
tiimoral olusumdur. Enflamatuvar meme kanseri ise nadir goriilen ve hizla ilerleyen
meme kanserinin en agresif formudur. Enflamatuvar meme kanserinin timoérogenezinde
etkili olan sinyal yolaklar1 ise NFkB, JAK-STAT3, COX2, IL-6, IL-8 ve IL-10’dur.
Ozelikle TNF-a ve IL-1 gibi pro-enflamatuvar sitokinler, bakteriyel ve viral iriinler ve
hiicresel stres gibi uyaranlar varhiginda sinyal yolaklar1 transkripsiyonel (NFxB
araciliiyla transkripsiyonel aktivasyon) ve posttranskripsiyonel (p38 MAPK araciligiyla
MRNA stabilizasyonu) seviyede IL-8 ekspresyonunu hizli bir sekilde aktive etmektedir.
Insan organizmasina alian bor ve tiirevlerinin viicut stvilarinda %96 oraninda borik asit
(B(OH)2) olarak temsil edildigi kabul edilmektedir. Bor, enflamasyon sirecinde artan
enzimatik aktiviteleri azaltacak bir represyon sinyali olarak fonksiyon gdstermekte ve
enflamatuvar hastaliklara yakalanma riskini azaltmaktadir. Yapilan c¢alismalar, borun
anti-eflamatuvar ajan olarak rol oynayabilecegine dair kanitlar sunmasina ragmen
molekiiler mekanizmasi heniiz aydinlatilmig degildir. Bu tez ¢aligmasinda, borik asit
(BA) ve etidot 67 (ETD67) bor bilesiklerinin meme kanseri hiicrelerinde anti-
enflamatuvar etkileri arastirildi. MTT hiicre canliligr testleri ile ICso degerlerinin
belirlenmesinin ardindan TNF-o uygulanarak enflamatuvar ortam yaratilan MCF-7
hicrelerinde 1L-8, IL-6, NFxB, IxBoa gibi enflamasyon prosesinde rol oynayan
molekdllerin gRT-PCR ve western blot metodolojileri ile transkripsiyonel ve
translasyonel regiilasyonlar1 incelendi. Elde edilen sonuglar ile bor bilesikleri varliginda
sitokin salinimlarinin  azalabilecegine, NFxB sinyal yolaginin aktivasyonunun
engellenebilecegine ve PARP araciligiyla apoptozun tetiklenebilecegine dair kanitlar elde
edildi. Ozellikle ETD 67 olmak iizere bor bilesiklerinin meme kanseri gibi diger kanser
tlrlerinde anti-enflamatuvar ajanlar olarak rol oynayabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Bor Bilesikleri, IL-8, Kronik Enflamasyon, Meme Kanseri, NFxB

2021, x + 103 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATING THE ANTI-INFLAMATORY EFFECT OF BORON
COMPOUNDS IN BREAST CANCER CELL LINE

Erding flkay OKAN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assistant Prof. Burcu Erbaykent TEPEDELEN

Breast cancer is a tumoral formation that multiplies uncontrollably as a result of various
factors occurring in the cells of the mammary gland or milk duct and has the potential to
spread to other organs. Inflammatory breast cancer is the rarest and most aggressive form
of rapidly progressive breast cancer. Signaling pathways that are effective in the
tumorigenesis of inflammatory breast cancer are NFkB, JAK-STAT3, COX2, IL-6, IL-8
and IL-10. Especially in the presence of stimuli such as pro-inflammatory cytokines such
as TNF-a and IL-1, bacterial and viral products, and cellular stress, signaling pathways
accelerate IL-8 expression at transcriptional (transcriptional activation via NFxB) and
posttranscriptional (MRNA stabilization via p38 MAPK) levels. somehow activates it. It
is accepted that boron and its derivatives taken into the human organism are represented
as 96% boric acid (B(OH)2) in body fluids. Boron functions as a repression signal that
will reduce the increased enzymatic activities in the inflammatory process and reduce the
risk of developing inflammatory diseases. Although studies provide evidence that boron
may play a role as an anti-inflammatory agent, its molecular mechanism has not yet been
clarified. In this thesis, the anti-inflammatory effects of boric acid (BA) and etidote 67
(ETD67) boron compounds in breast cancer cells were investigated. After the
determination of IC50 values with MTT cell viability tests, the transcriptional and
translational regulation of molecules that play a role in the inflammation process, such as
IL-8, IL-6, NFxB, IkBa, in MCF-7 cells, in which an inflammatory environment was
created by applying TNF-a, were examined by qRT PCR and western blot methodologies.
With the results obtained, evidence was obtained that cytokine releases can be reduced in
the presence of boron compounds, activation of NFkB signaling pathway can be
prevented and apoptosis can be triggered through PARP. It was concluded that boron
compounds, especially ETD 67, may play a role as anti-inflammatory agents in other
cancer types such as breast cancer.

Keywords: Boron Compounds, IL-8, Chronic Inflammation, Breast cancer, NFxB

2021, x + 103 pages
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1. GIRIS

Kanser; yasam ortaminda karsilagilan ve/veya hiicrelerde meydana gelen fiziksel veya
biyolojik faktorlere bagli olarak hiicre 6liim programinin kesintiye ugramasi ve
kontrolstiz boliinen hiicrelerin asir1 ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan multifaktoriyel bir
hastaliktir. Gelismis iilkelerde goriilen en sik U¢ kanser turu erkeklerde akciger, kolon ve
prostat, kadinlarda ise meme, kolon ve akciger kanseridir (Rashid ve ark. 2017). Kanser
apoptoz, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, metastaz ve anjiyogenezle sonu¢lanan ardisik
genetik ve epigenetik degisikliklerin bir sonucudur (Batra ve ark. 2018). Kanser;
baslangicinda ve gelismesinde ¢esitli faktorlerin rol oynadigi, giiniimiiz diinya ¢aginin
baslica halk sorunlarindan biridir ve kanser hiicreleri diger hiicrelerde kolonilestikce
tedavisi giderek zorlasir ve yaygin organ yetmezligine neden olabilir. Genetik ve i¢/dis
faktorler meme kanseri gibi birgok kanserin ortaya ¢ikmasi ve gelismesi tizerinde etkili
olan Onemli ajanlar olabilir. Bu hastalik icin farkli boyutlarin ve sebeplerin
degerlendirilmesi, kanser patogenezinde rol oynayan c¢esitli faktorlerin daha iyi
anlagilmasia yol agmistir. Bu faktorler meme kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinin
onlenmesine ve daha iyi tedavisine yardimci olabilir (Banikazemi ve ark. 2018). Meme
kanseri 161 iilkede kadinlar arasinda en yaygin kanserdir ve kemik metastazi hastaligin
niiksetmesinin en yaygin bolgesi olarak sunulur (Brook ve ark. 2018). Son teknoloji yeni
tedavi yontemleri sayesinde her ne kadar meme kanseri 6liim oranlar1 azalmis olsa da
metastatik meme kanseri halen daha 98 {ilkede kadinlar arasinda en yaygin 6liim nedeni
olarak devam etmektedir. Meme kanseri molekiiler ve patolojik 6zelliklere dayali birkag
alt tipe boliinmiis heterojen bir hastaliktir (Baker ve ark. 2018). Tedavisi ve teshisi
Ostrojen reseptdr (ER), progesteron reseptor (PR) ve HER2 ekspresyonuna dayali olarak
alt siniflara ayrilmaktadir. En agresif alt tipi, sinirli tedavi segenekleri ve kotii prognozu
olan ii¢lii negatif meme kanseridir. Uclii negatif meme kanserlerinin yaklasik %70’inde
yiiksek saldirganlik goriiliir ve hedefe yonelik tam bir tedavinin olmamasindan dolay1 tam
bir patolojik yanit elde edilemez. Son yillarda kanserden kaginma ile miicadele igin
ameliyat, hormon tedavisi, kemoterapi ve radyasyon tedavisi dahil olmak tizere ¢esitli
stratejiler uygulanmaktadir. Meme kanserinin tercih edilen tedavisi cerrahi ve ardindan
da radyasyon terapisidir (Cabre ve ark. 2018). Ek olarak ¢ogu hasta adjuvan kemoterapi

veya hormon tedavisi alir.



Enflamasyon bircok kanserin gelismesinde ana faktorlerden biri olarak bilinir
(Banikazemi ve ark. 2018). Kanser gelisiminin altinda yatan molekiiler ve hiicresel
mekanizmalara iligkin son bilgiler, bagisiklik hiicrelerinin kanser gelisimini ve
ilerlemesini iglevsel olarak diizenledigini ortaya ¢ikarmistir. Dahasi, biriken klinik ve
deneysel veriler, gelisen bir goglis neoplazmasina karsi bir bagisiklik tepkisinin
sonucunun, biiyiik 6lciide ortaya c¢ikan bagisiklik tepkisi tipi tarafindan belirlendigini
gostermektedir. Aslinda, tiimorlerin i¢inde ve ¢evresinde bir bagisiklik sisteminin varligi
uzun siiredir bilinse bile; bu biiyiik 6l¢iide bagisiklik sisteminin tiimorle savasmasina
atfedilmistir. Aksine, deneysel kanitlar kanserle iligkili iltthaplanmanin tiimorojenezi ve

ilerlemeyi tesvik ettigini gostermistir (Dvorak 1986).

Yapilan caligmalar borun enflamatuvar yanitin regiilasyonunda onemli bir rolii
olabilecegini sdylemektedir (Soriano-Ursua ve ark. 2014). Borun enflamasyon slirecinde,
artan enzimatik aktiviteleri azaltacak bir represyon sinyali olarak fonksiyon gosterdigi ve
basta kanser dahil olmak suretiyle enflamatuvar hastaliklara yakalanma riskini azalttigi
diistiniilmektedir (Scorei ve ark 2011). Enflamatuar sirecleri inhibe etmek veya
enflamasyonu ortadan kaldirmak, kanserin baskilanmasinda ve tedavi stratejisinde

mantikli bir roli temsil etmektedir.

Bu bilgiler 1s18inda, bu tez c¢alismasinda bor bilesiklerinin anti-enflamatuvar
Ozelliklerinden yola ¢ikarak meme kanseri gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen
enflamasyon da fonksiyon gosteren gen ve proteinlerin bor bilesikleri varliginda nasil bir
degisime ugradigim arastirmak amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda MCF-7 hiicre
hatt1 uygun kosullarda biiyiitiilmiis daha sonrasinda ise MTT deneyleri ile bu hiicrelere
uygulanacak borik asit (BA) ve Etidot 67 (ETD 67) bilesiklerinin sitotoksisite analizleri
gerceklestirilmistir. MTT demeleri sonucunda ise ICso degerleri degerlendirilerek hiicre
icin en uygun konsantrasyon ve siire i¢in karar verilmistir. Belirlenen doz ve siire
acisindan karar verildikten sonra ise qQRT-PCR ve western blot analizleri ile NFkB sinyal
yolagi basta olmak iizere enflamasyon ile iligkili olan hedef gen ve proteinlerin

seviyelerindeki degisimler incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

2.1.1. Normal histoloji ve anatomi

Meme veya meme bezi, memelilerin tanimlayic1 ozelligidir. ilkel meme bezleri
embriyoda gelisir ve dogumdan sonra viicut biiylimesiyle orantili olarak gelisim gosterir.
Pubertede, steroid hormonlarina yanit olarak bez, duktal agacin biiylimesi ve yag
yastigmin sinirlarina kadar dallanmasi ile hizli bir genislemeye ugrar (Sekil 2.1.)

(Caffarel ve ark. 2011).

Bolam
narmal kanal

yag dokusu

badlayic

Sekil 2.1. Insan meme bezi A) Kanallar, alveoller ve yag dokusu B) Normal bir kanalin
(Ust) ve duktal karsinomun (alt) kesiti (Caffarel ve ark. 2011)
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Sekil 2.2. Meme kanserinin anatomik ve histolojik kdkenleri (Caffarel ve ark. 2011).

Cogu meme kanseri, memenin lobiillerinden veya kanallarindan kaynaklanir (Sekil 2.2.).
Baz1 durumlarda, timdr, pektoralis kaslart gibi gogiis duvarinin deri veya bilesenlerini
infiltre eder. Tiimor hiicreleri ayrica biiylimelerini ve genislemelerini desteklemek i¢in

mikro-ortami timor dostu bir duruma doniistiirebilir (Caffarel ve ark. 2011).

2.1.2. Meme kanseri risk faktorleri

Saglikli meme hiicrelerinin kanser hiicrelerine doniisiimiinii etkileyen bir¢ok faktor
bulunmaktadir. Yas ve cinsiyet, genetik yatkinlik, beslenme tarzi, gevresel etmenler,
hormonlar, varlig1 bilinen iyi huylu meme hastaliklar1 bu faktorler arasinda sayilabilir

(Haallaa ve ark. 2017).

Yas ve Cinsiyet

Meme kanserinin kadinlarda erkeklere gore 100 kat daha fazla goriilmesi cinsiyetin meme

kanseri i¢in ana risk faktorii oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica 55 yas ve iizeri



kadinlarda teshisi daha sik oldugundan yaslanmanin da meme kanseri insidansini artirdigi

belirlenmistir (Feng ve ark. 2018).

Cizelge 2.1. Meme kanserinde yas ve insidans arasindaki iligski (Eroles ve ark. 2012)

Yas 100000'de insidans

0-39 1
40-44 126
50-54 228
60-64 348
70-74 450
80-84 477
Genetik Yatkinhk

Ailesinde meme kanseri dykiisii olan kadinlarda kansere yakalanma riskinin 2 kat arttig1
belirlenmis ve ¢cogu meme kanseri hastasinda edinilmis mutasyonlarin varligi tespit
edilmistir. Meme kanserlerinin % 10’u aileden gelen mutasyonlarin varligina bagli olarak

ortaya ¢cikmaktadir (Kamel ve ark. 2016).

Beslenme Tarzi

Fazla kilolu olan kisilerde kandaki insiilin seviyelerinin artisina bagli olarak meme
kanseri de dahil olmak {iizere belirli kanser tiirlerinde artis sz konusudur. Ayrica
kadinlarda menopoz sonrasi artan yag dokusu Ostrojen seviyelerini arttirarak meme
kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir. Bununla birlikte alkol tiikketim miktarinin
meme kanserini dogru orantili bir sekilde arttirdigi da tespit edilmistir (Feng ve ark.

2018).

Hormonal Faktorler

Meme kanseri goriilme riski, ergenlik ve eriskinlik donemlerinde viicutta salgilanan
ostrojen, prolaktin, progesteron ve insiilin hormonlarinin ekspresyonundaki artisa bagl

olarak artmaktadir. Bu durum, subklinik tiimor hiicrelerinde biiylime ve genislemeyi



etkileyen risk altindaki hiicre popiilasyonunun artmasiyla agiklanabilir (Haallaa ve ark.
2017).

Iyi Huylu Meme Hastaliklari

Iyi huylu meme neoplazisinde tiimér baskilayici genler inaktive olabilir, heterozigotluk
kayb1 meydana gelebilir ve bu nedenle kanser gelisme riski artabilmektedir. Ayrica hiicre
proliferasyonunda meydana gelen anormal artis meme kanseri riskini de arttirmaktadir
(Haallaa ve ark. 2017).

Cizelge 2.2. Iyi huylu meme hastaliklarmin meme kanseri riskine etkisi (Yixiao ve ark.
2018)

Benign meme hastahg Risk Artisi

Non-proliferatif meme hastalig (fibrokistik dedisiklik, duktal | Risk artisi yok ya da cok hafif artis
ektazi, benign filloid tiimdr, papillom, yag nekrozu, mastit,
lipom, hamartom, ndrofibrom, basit fibroadenom)

Atipisiz proliferatif meme hastaligi (duktal hiperplazi, 1,5-2 kat artig
kompleks fibroadenom, sklerozan adenozis, papillamatozis,
radial skar)

Atipili proliferatif meme hastalig (atipik duktal hiperplazi, 4-6 kat artis
atipi lobiiler hiperplazi)
Karsinoma in-situ (LKIS, DKIS) 8-10 artis

2.1.3. Meme kanserinde molekiler degisiklikler

BRCA-1 ve BRCA-2 Genleri

Meme kanseri gelisiminde rol oynayan BRCA-1 ve BRCA-2 genleri DNA hasarinin
onariminda ve genomik kararliligin korunmasinda aktif rol oynayan tiimor baskilayici
genlerdir. Bu genler, mutasyon sonucunda islevsel 6zelliklerini kaybederek olmasi
gereken fonksiyonlarinin aksine hareket ederek kanser olusumuna sebep olan birer faktor
haline gelmektedir. Bu sekilde mutasyonlu genlere sahip bireylerde kanser olugsma riski

15-20 kat daha fazladir (Caffarel ve ark. 2011).



TP53 Geni

TP53 geni, hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde hiicreyi apoptoza surukleyen veya
hiicre siklusunun durmasina etki eden bir tiimor supresor gendir. Cogu kanser tipinde en
stk mutasyona ugrayan gen olmakla birlikte bu genin invaziv erken evre meme
kanserlerinde % 30-35, tiim meme kanseri olgularinda % 30 ve Uc¢li negatif meme

kanserlerinde % 80 mutasyona ugradig: tespit edilmistir (Capanoglu ve Bakar 2018).

HER? (c-erB2) Geni

Meme karsinomlarinin % 20’sinde yiiksek seviyelerde eksprese olan HER2 genine
rastlanmaktadir. HER2/neu olarak bilinen c-erB2 onkogeni 17°nci kromozomda bulunur
ve HER2 glikoproteininin sentezlenmesinden sorumludur. Saglikli meme epitelinde
normal seviyelerde bulunan HER2 geninin ekspresyonu bazi onkojenik
transformasyonlar sonucu artmakta ve meme kanseri olgularinda artmig HER2
ekspresyonuyla siklikla karsilagilmaktadir. Bu durum kot prognoz ve sag kalim

oranlarinin azalmasiyla iliskilendirilmektedir (Capanoglu ve Bakar 2018).

Epidermal Bliyiime Faktorii Reseptoru (EGFR)

EGFR, timor hicrelerinde blylmeyi uyaran, apoptoz inhibisyonu, proliferasyon,
anjiyogenez ve hiicre sag kalimi gibi sireclerde énemli rollere sahip bir hucresel
membran reseptoriidiir. Meme kanseri olgularinin yarisinda EGFR’nin asir1 {iretimine

rastlanmaktadir ve bu durum sag kalim iizerinde olumsuz bir etki yaratmaktadir

(Capanoglu ve Bakar 2018).

PI3K/AKT Yolag:

Hicre dongusinin diizenlenmesi, apoptoz, sag kalim, hiicre biiylimesi ve
proliferasyondan sorumlu olan PI3K/AKT yolunun meme kanserlerinin % 70’inde
mutasyona ugradigi belirlenmistir. PI3K, hiicre dis1 sinyallere yanit olusturarak PIP3
olusumunu katalize eder. PIP3 hiicresel islevlere sahip ikincil habercidir (Caffarel ve ark.
2011).



Ki67 Proteini

Ki67, hiicre dongisiiniin GO fazi disindaki tiim fazlarinda eksprese olan niikleer bir
proteindir. Ayn1 zamanda meme kanserinde timor biiylime oranini belirlemek igin
kullanilan bir belirtectir. Ki67 agisindan pozitif olan hiicrelerde ¢ogunlukla kot
prognozdan s0z edilmektedir. HER2 wve hormon reseptorleriyle birlikte
degerlendirildiginde, erken evrede tedavi icin biyobelirte¢ gorevi gorirlerken meme

kanserinin alt siniflara ayrilmasina da olanak saglarlar (Kamaruzman ve ark. 2019).

Katepsin-D

Meme kanseri ve birgok kanser tlriinde yiiksek dlzeylerde eksprese edilen lizozomal
aspartik proteaz olan katepsin-D (CD) apoptoz i¢in anahtar bir mediyatérdir. CD, meme
dokusunun gelisimi ve yeniden bicimlenmesinde énemli rollere sahiptir. CD dzeyi
yiiksek kanser hiicrelerinde kotii prognoz riski artmaktadir. Kanser hticrelerindeki
invazyon, hiicre gogii ve proliferasyonun CD ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir

(Duncan ve ark. 2013).

PCNA Proteini

Hiicre proliferasyonu icin dnemli bir protein olan PCNA, DNA’nin bir bilesenidir ve
genom biitiinliigliniin korunmasi, hiicre dongiisiiniin kontrolii, DNA eksizyon onarimi,
kromatin birlesmesi ve RNA transkripsiyonu gibi birgok dnemli géreve sahiptir. PCNA,
hicre dongiisiiniin S ve G2 fazlarinda yiiksek oranda eksprese olurken, durgun hiicrelerde
seviyesi diigmektedir. Bu nedenle meme kanseri hiicrelerinde immunohistokimyasal
olarak belirlenen PCNA, meme kanserinin teshisinde ve prognozunda kullanilmaktadir

(Jurikova ve ark. 2016).

MCM Proteinleri

MCM2-7’yi kapsayan minikromozom idame proteinlerinin DNA replikasyonu ve genom
stabilitesi disinda kanser baslangici ve ilerlemesinde rol oynadigi belirlenmistir. MCM2

meme kanseri tanisinda Onemli bir prognostik belirtegtir. Yapilan bir caligmada



MCM4’ln yiuksek seviyelerde eksprese edilmesinin meme kanseri hastalarinda kanser

ilerlemesi ve daha kisa sag kalim ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Capanoglu ve Bakar

2018).

NFkB Yolag

Enflamasyon; kanser, diyabet ve norolojik hastaliklar dahil olmak iizere kronik birgok
hastaliga sebep olan oksidatif stres tarafindan indiiklenebilir. NFxB gibi ¢esitli
transkripsiyon faktdrleri bu durumla aktive olabilir (Ince ve ark. 2017). NFkB; TNF-a
tarafindan aktive edilen hiicre gog¢iinii ve istilasini tesvik etmede en 6nemli transkripsiyon
faktorlerinden biridir. Hucrenin TNF-a ile stimiilasyonu tiizerine, NFxB kompleksi
cekirdekte aktive olur ve burada TWIST ve SNAIL ailesi Uyeleri dahil olmak tzere bu
siireclerde yer alan cesitli proteinlerle etkilesime girer. TNF-a ile aktiflesen NFxB
TWIST1 ifadesini artirir. NFxB-TWIST1 yolaginin, meme kanseri hiicre hatlarinda hem
gocii hem de istilayr indiikledigi bulunmustur (Sekil 2.3.) (Cruceriu ve ark. 2019).

TNF-a
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Sekil 2.3. Meme kanserinde invazyon ve migrasyon ile iliskili yollar (Cruceriu ve ark.
2019)



TNF-o JNK, PI3K/AKT ve p38/ MAPK yolaklarinin aktivasyonunu ve dolayisiyla cJun
ve NF«xB transkripsiyon faktorlerini tetikler. NFxB'nin ¢ekirdege translokasyonu,
TWIST'in transkripsiyonunu aktive eder, SLUG, Fascin ve diger proteinlerin yani sira

SNAIL stabilizasyonunu saglar, boylece meme kanseri hiicrelerinde istilaci bir fenotip

indiklenir (Sekil 2.3.) (Liu ve ark. 2018).

2.1.4. Meme kanserinin histolojik siniflandirmasi

Meme kanserleri olusum yerlerine gore lobiiler (g6giis lobiillerinde yerlesik) ve duktal
(gogiis kanallarinda) olarak siniflandiriimaktadir (Velloso ve ark. 2017). Patolojik
ozellikler ve invaziv kriterler dikkate alindiginda non-invaziv (in situ), invaziv ve

metastatik meme kanserleri olmak lizere 3 ana gruba ayrilmaktadir (Feng ve ark. 2018).

in Situ Meme Kanseri

Henlz kanal disina ¢ikmamis bu evre meme kanserinin en erken evresidir ve timor
hiicreleri kanal disinda bulunmadigi i¢in bagka bir hiicre ya da organa yayilma s6z konusu

degildir. Yerinde duktal karsinom (DCIS) olarak da bilinmektedir (Kamel ve ark. 2017).

invaziv Meme Kanseri

Bu tiir kanserlerde tiimor hiicreleri normal gégiis lobiil ve kanallarinin etrafina yayilarak
gboglis stromal dokusuna dogru biiyiime gerceklestirirler. Bu kanserlere kadinlarda
genellikle 55 yas ve iizerinde rastlanmaktadir. Lenf diigiimleri ve vicudun diger

bolgelerine yayilarak metastaz olusturma egilimindedirler (Kamel ve ark. 2017).

Metastatik Meme Kanseri

Dordiincii evre olarak da bilinen metastatik meme kanserleri viicudun diger bolgelerine
yayilmis geg¢ evre kanserlerdir. Metastazlar koltuk alt1 lenf diigiimleri, karaciger, akciger,
kemik ve beyin gibi boélgelere olabilmektedir. Tiimor ¢ikartildiktan sonra dahi mikro

tumor veya metastazlar viicutta kalarak kanserin tekrarlamasina ve yayilmasina neden
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olmaktadir. Metastatik kanser teshisi baslangigta konulabildigi gibi sonraki agamalarda

da metastaz gelisebilir (Feng ve ark. 2018).

Cizelge 2.3. Meme kanserinin molekuler alt tipleri (Haallaa ve ark. 2017)

1. IN SITU KARSINOM
in situ lobiiler karsinom in situ duktal karsinom

2. INVAZIV KARSINOM
Invaziv duktal karsinom invaziv mikropapiller karsinom
Invaziv lobiler karsinom Apokrin karsinom
Tiihiiler karsinom Sekretuar [juvenil) karsinom
Invaziv kribriform karsinom Adenoid kistik karsinom
Mediller karsinom Metaplastik karsinom
Miisindz karsinom Naroendokrin karsinom

‘ Invaziv papiller karsinom ‘ inflamatuar karsinom

2.1.5. Meme kanserinin molekduler alt tipleri

Luminal A

Meme kanserlerinin % 50-60’1ik kismini olusturan en yaygin alt tipidir. Memede liimen
epitelinde bulunan 6strojen reseptortl (ER) transkripsiyon faktorii araciligiyla aktif olan
genlerin ekspresyonuyla karakterizedir. Bu alt tipe sahip kanser hastalarinin prognozu
tyidir, relaps oran1 % 27,8 olup hayatta kalma oran1 daha yiiksektir (Eroles ve ark. 2012,
Feng ve ark. 2018).

Luminal B

Kadinlarda goriilen meme kanserlerinin % 10-20’si gibi bir kismini olusturur. Luminal
A’ya gore daha yiksek histolojik derece ve proliferatif indekse, daha kotu prognoza ve
agresif fenotipe sahiptir. Hayatta kalma siiresi daha diigliktiir. Bu alt tipte tan1 alan
hastalarin tedavileri Luminal A’ya gore daha zordur (Eroles ve ark. 2012, Feng ve ark.

2018).
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HER? Pozitif

Tum meme kanserlerinin % 15-20’lik kismin1t HER2 pozitif olusturmaktadir. Bu
kanserler hiicre proliferasyonuyla iliskili genlerin asir1 eksprese edilmesiyle
karakterizedir. Bu alt tipteki kanserlerin % 75’1 yiksek histolojik dereceye sahiptir, %
40’1indan fazlasinda p53 mutasyonu goriilmektedir. Luminal A ve B ile kiyaslandiginda
daha yiiksek yanit olusturarak diger alt tiplere gore daha yiiksek kemosensitiviteye sahip
oldugu belirlenmistir (Caffarel ve ark. 2011, Eroles ve ark. 2012).

Bazal Benzeri

Meme kanserlerinin % 10-20’si bu grupta yer almaktadir. Klinik olarak erken yaslarda
ortaya c¢ikmalari, bliyiikk timoér boyutuna sahip olmalari, yiiksek lenf diigiimi
etkilenmeleri ve ylksek histolojik derece ile karakterizedirler. Bu tip kanserlerin en
onemli Ozelliklerinden biri anahtar reseptorler olan 6strojen (ER), progesteron (PGR) ve
HER2 ekspresyonunun olmamasidir. Bu sebeple bazal benzeri ve iiclii negatif terimleri
birbiri yerine kullanilmaktadir. Diger tiimor alt siniflarina gére daha kotii prognoza, daha
yiiksek niiks oranina ve yiiksek oranda p53 mutasyonuna sahiptirler. Ayrica kalitimsal
BRCA-1 mutasyonlarinin bazal benzeri tiimorlerin olusumuna sebep oldugu
bilinmektedir (Caffarel ve ark. 2011, Eroles ve ark. 2012).

Cizelge 2.4. Meme kanseri siniflandirmasi (Eroles ve ark. 2012)

intrinsik Alt Tipler (GEP) | IHC Simflandirmasi (St.Gallen) IHC/GEP'in Uyumu

Luminal A ‘Luminal A’ 73%-100%
ER ve/veya PR pozitif
HERZ negatif
Ki67<14%
Luminal B ‘Luminal B (HER2 negatif)’ 73%-100%

ER ve/veya PR pozitif

HERZ negatif

Ki67214%
‘Luminal B (HERZ pozitif)’

ER ve/veya PR pozitif

Ki67 yok

HERZ over-eksprese veya amplifiye
HERZ ‘HERZ pozitif (non-luminal)’ 41%-69%
HERZ over-eksprese veya amplifiye
ER ve PR yok
Bazal ‘Ueli negatif 80%
ER ve PR yok
HERZ negatif
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2.2. Kanser ve Enflamasyon

Enflamasyon birgok kanserin gelismesinde ana faktorlerden biri olarak bilinir
(Banikazemi ve ark. 2018). Kanser gelisiminin altinda yatan molekiiler ve hiicresel
mekanizmalara iliskin son bilgiler, bagisiklik hiicrelerinin kanser gelisimini ve
ilerlemesini islevsel olarak diizenledigini ortaya ¢ikarmistir. Dahasi, biriken klinik ve
deneysel veriler, gelisen bir goglis neoplazmasina karsi bir bagisiklik tepkisinin
sonucunun, biiyiik 6lciide ortaya ¢ikan bagisiklik tepkisi tipi tarafindan belirlendigini
gostermektedir. Aslinda, tiimorlerin i¢inde ve ¢evresinde bir bagisiklik sisteminin varhigi
uzun siiredir bilinse bile; bu biiyiik 6l¢iide bagisiklik sisteminin tiimorle savasmasina
atfedilmistir. Aksine, deneysel kanitlar kanserle iligkili iltthaplanmanin tiimorojenezi ve

ilerlemeyi tesvik ettigini gostermistir (Dvorak 1986).

Enflamasyon, enfeksiydz ajanlar, ¢evresel uyarilar ve endojen irritanlarin neden oldugu
doku hasarint onarmak i¢in bir immiin tepkidir. Akut enflamasyonu ¢6zememe, iltihapl
doku mikro ortaminda makrofajlarin ve lenfositlerin siirekli aktivasyonu ve
proinflamatuar sitokinler olan IL-1f3, IL-6, IL-17 ve TNF- a 'nin yiikselmis seviyeleri ile
karakterize edilen kronik enflamasyona yol acar. Kronik kalic1 enflamasyon doku-mikro
ortamdaki epitel hiicreleri, stromal hiicreler ve bagisiklik hiicreleri arasindaki
homeostatik etkilesimlerin ¢okmesine yol acar ve hiicre dis1 matris (ECM) bilegenlerinin
birikimine neden olur (Katoh 2018).

Kronik enflamasyon, yeni baslayan tiimorlerin immiin gézetimden kagmasina izin veren
iyi bilinen bir tiimdr etkinlestirme kabiliyetidir. Timor iliskili makrofajlar (TAM) ve
timor iliskili nétrofiller (TAN) tiimor mikro ortaminin 6nemli bilesenleri olarak ortaya
cikmaktadir (Sekil 2.4.). Meme kanseri hastalarinda yiiksek TAM yogunlugu, ileri
hastalik evresi ve kotii hayatta kalma ile iliskilendirilmektedir (Hanada ve ark. 2000).
TAM’lar, meme kanseri hiicre ¢cogalmasini indiikleyen epidermal biiylime faktorii (EGF)
gibi biyume faktorlerinin Gretimi yoluyla timaor hiicre biyumesini tesvik eder (Pollard
2010). Ayrica kanser hiicrelerinin DNA hasarina ve genetik kararsizligina katkida
bulunan yuksek reaktif oksijen ve nitrojen tirleri Uretir (Bonavita ve ark. 2015) ve timore

invaziv davranis kazandirip ilerlemesini tesvik eder (Allavena ve Montovani 2012).
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Ek olarak da imminosupresif molekiller (6rn TGF-Beta, 1L-10) Ureterek timaorin
bagisikliktan kagmasimi saglar (Granata ve ark. 2010). TAN’lar enflamatuvar meme
karsinomu baglamasinda 6nemli rol oynar. Noétrofilden tiiretilen reaktif oksijen ve
nitrojen turevleri ile DNA nokta mutasyonlarina sebep olur ve genetik kararsizlig1 tegvik
eder (Gungor ve ark. 2010), VEGF iiretimini artirir ve timdr invazivligini tesvik eden

onkostatin M’yi salgilar (Queen ve ark. 2005).
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Sekil 2.4. Tumorle iliskili iltihaplanmanin anahtar diizenleyicileri TAM ve TAN’lar.
(IDO, idolamine2,3 deoksijenaz; M-CSF makrofaj koloni uyarici faktor; EGF, epidermal
buyume faktori; Treg, duzenleyici T hicresi; IFN, interferon) (Galdiero ve ark. 2018)

Enflamasyon, patojenlerle savagsmak, hasar1 kontrol altina almak ve doku onarimini tesvik
etmek icin bir savunma mekanizmasi olarak ¢alisan atadan kalma bir fizyolojik tepkidir.
Akut enflamasyonda bu reaksiyon kendi kendini smirlar ve homestaziyi yeniden
olusturmak i¢in yeterlidir (Serhan 2010). Enflamatuar yanit kapatildiginda, doku yeniden

sekillenmesi, yerel fizyolojik kosullar1 eski haline getirmek i¢in optimize edilir. Bazi
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durumlarda bu mekanizma bozulur ve kronik enflamasyon olusur (Grivennikove ve ark.
2010).

Enflamatuar molekillerin Gretimi ve toplanmasi goz Oniine alindiginda ¢6ziilmeyi
engelleyen yeni olusan tiimor vakasidir. Kanserlerin yaklasik %20’si  kronik
enflamasyonla induklenir. Timdrler ¢esitli mekanizmalar yoluyla iltihaplanma
reaksiyonlarina neden olabilir. Birincisi tiimor ve stromal hucrelerin; makrofajlart ve
notrofilleri tutan kemotaktik faktorleri serbest birakmasidir (Bonavita ve ark. 2015). EK
olarak tumor normal dokuya fiziksel zarar verebilir ve grandlositleri aktive eden hasara
bagli molekiilleri serbest birakabilir. Bu hiicreler iltihapli molekiilleri salgilayarak
enflamatuar yanit1 gliglendirebilir. Ek olarak tlimor mikro ortaminin asidikasyonu; istila,
bagisikliktan kagma, artmis anjiyogenez ve tedaviye direng gibi kanser saldirganligr ile
iliskilendirilen temel 6zellikleri artirabilir (Granja ve ark. 2017). Sitolitik T lenfositleri
iceren akut timore yonelik immiin yanitlar tiimor gelisimine karst koruma saglarken,
hiimoral immdinitenin kronik aktivasyonu, Th2 hiicrelerinin infiltrasyonunu ve promotor
polarize dogustan enflamatuar hucrelerin dahil oldugu immiin yanitlar, timor gelisimi ve

hastaligin artmasina neden olur (Denardo ve ark. 2007).

2.2.1. Lokositler ve karsinom gelisimi

Lokositler hem dogustan gelen (myeloid) hem de adaptif (lenfoid) soylardan olusan ¢ok
cesitli immiin hiicreleri temsil eder. Makrofajlar, grantlositler, mast hicreleri, dendritik
hiicreler ve dogal oldiiriicii hiicreler dahil olmak {izere dogustan gelen bagisiklik
hiicreleri; patojenlere ve yabanct maddelere karsi ilk savunma hattin1 temsil eder. Doku
homeostazi bozuldugunda, dokuda yerlesik makrofajlar ve mast hiicreleri, dolasimdan
enflamasyonlu dokuya ek l6kositler toplayan sitokinler (IL-6 gibi), kemokinler, biyoaktif
aracilar ve matriks yeniden modelleme proteinleri gibi ¢oziiniir faktorleri yerel olarak
salgilarlar. Efektor dogal bagisiklik hiicreleri patojenik maddeleri dogrudan yerinde
ortadan kaldirabilir. Ayni1 zamanda dendritik hiicreler, tiimor antijenleri dahil yabanci
antijenleri alir ve lenfoid organlara go¢ ederler. Antijenler tanindiktan sonra T ve B
lenfosit gibi hiicreler tiimor hiicreleri dahil yabanci ajanlara adaptif bir yanit olusturmak
icin klonal genislemeye ugrarlar. Yabanci ajanlar ortadan kaldirildiktan sonra iltihap

diizelir ve doku homeostazi saglanir (Denardo ve ark. 2007).
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Bununla birlikte, bir immin reaksiyonu miimkiin kilmak igin gerekli olan enflamatuar
yanitlar, timor neoplazisini de tesvik edebilir. 1863 gibi erken bir tarihte Virchow,
kanserin kronik enflamasyon bdolgelerinde ortaya ¢iktigini ve enflamasyon bélgesinde
bazi sitokin ve kemokinlerin de timdr proliferasyonu artirdigini kesfetti. Hicre
proliferasyonu ve enflamasyon, ancak hareketli ajanlar ¢ikarildiktan ve doku onarimi
tamamlandiktan sonra biter. Aksi durumda hareketli ajanlar (timdr gibi) zamanla devam
ederse, enflamatuar hicreler ve bunlarin biyoreaktif olarak zengin tiriinlerinin bulundugu
ortamda hiicre proliferasyonunun ve 6liimiin sonsuz dongiisii tiimoér neoplazmasini ve

progresyonunu artirir (Demardo ve ark. 2007).

2.2.2 Adaptif bagisiklik ve karsinom gelisimi

Lokositlerin, insan kati tiimorlerinin ¢ogunun gelisimine katki bulundugunu gdsteren
biiyiiyen bir literatiir ortaya ¢ikmistir. Neoplastik stroma i¢indeki 16kosit infiltrasyonlari,
meme timor olusumuna paralel olarak artar. B lenfositlerinin, antijene 6zgl
immunoglobiilin salgilamasi yoluyla antikanser immiin yanitlarina katkida bulundugu
kabul edilmektedir. B hicrelerinin akut aktivasyonunun erken neoplastik htcreleri yok
etmede rol oynayacagi ve tlimoriin spontan gerilemesine yardim edecegi acikken, son
veriler ayrica B hiicrelerinin kronik aktivasyonun paradoksal olarak karsinom gelisimini
giiclendirmede rol oynadigimi gostermistir. Kanser kaniti olmayan saglikli hastalarla
karsilagtirildiginda, meme kanseri hastalarinin lenf diigimleri, ¢ogalan ve afinitesi
artirilmis B lenfositlerinin zenginlestirilmis popiilasyonlarmi igerir. invaziv meme
kanserlerinin yaklasik %20°si yiiksek sayida B hiicresi icerir. Bu gozlemler meme
kanserine 6zgili degildir, kat1 tiimorlerin %70’1 yliksek B hiicresi popiilasyonu igerir

(Denardo ve ark. 2007).
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Sekil 2.5. Kanser gelisimi esnasinda adaptif 16kositlerin zit yonleri (CTL, sitotoksik T
lenfosit; FcR, Fc reseptorii; INF, interferon; SC, baskilayici hiicreler; VEGF, vaskiiler
endotelyal buyiime faktoéri) (Deonardo ve ark. 2007)

Akut enflamatuar yanitlar sirasinda (Sekil 2.5 sol panel), Thl CD4+ ve CD8+ T hucreleri
dogrudan dogruya tiimor hiicresi sitotoksisitesini diizenlerken, dogustan gelen bagisiklik
hiicrelerini tiimdér baskilamasina dogru polarize eder (Ornegin tiimérle iliskili
makrofajlarin [TAM’lar] M1 polarizasyonu). B hiicresi tarafindan iiretilen faktorler
(immiinoglobiilinler ve tamamlayic1), dogustan gelen lokositlerin toplanmasini ve
neoplastik hiicrelerin  hedeflenen yikimini kolaylastirir. Bununla birlikte kronik
enflamasyon sirasinda (Sekil 2.5 sag panel), myeloid baskilayict hiicreler, Th2 CD4+ T
hicreleri ve dizenleyici T (T-reg) hiicreleri hem CDS8+ sitotoksisiteyi bastirmak hem de
dogustan gelen bagisiklik yanitinin protlimoral polarizasyonunu indiklemek igin
kombinasyon halinde islev goriir (Ornegin TAM’lar, sitokin salgisi1 [IL-4, IL-13, IL-10,
IL-6] ve doniistiiriicii biiylime faktorii beta (TGF-B)) (Deonardo ve ark. 2007).
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Kronik olarak aktive olan B hicreleri, immunoglobilin ve sitokin tretimi ile neoplastik
stromada dogal hiicrelerin birikmesini tesvik eder. Kronik iltihaplanma sirasinda oldugu
gibi polarize edildiginde, bu dogal bagisiklik hiicreleri zengin bir proanjiyojenik ve

protimoral mikrogevre saglar (Coussens ve ark. 2002).

Acute Inflammation Chronic Inflammation

B cell
IL-2 Anti-tumor Ig IL10 IL-4 IL-6
INF
1 TGFp IL10 IL-10
IL13 Stromal Ig/IC
? M1 Macrophage polarity ?‘ M2 Macrophage polartity
? Innate anti-Tumor Cell Cytotoxicity %7 Antigen presentation
?‘ CTL Mediated Killing J; CTL Mediated Killing
Tumor Rejection Tumor Promotion

Sekil 2.6. Akut enflamasyon ve kronik enflamasyon karsi sonuglarini gésteren model
(Deonardo ve ark. 2007)

Akut antitimor enflamatuar yanitlar sirasinda (Sekil 2.6 sol panel), Th-1 polarize T
hiicreleri, antitiimor sitokinleri (6rnegin IL-2 ve INF-gama), antitimore yonelik B
hiicresinden tiiretilmis faktorlerle (immiinoglobiilinler gibi) kombinasyon halinde,
toplanmis dogal immiin hiicrelerde ve tUmor reddini destekleyen sitotoksik T
lenfositlerde (CTL’ler) tiimor inhibe edici tepkileri aktive eder. Bunun tersine bagisiklik
tepkisinin ¢ozulmeden kronik aktivasyonu (Sekil 2.6 sag panel), genellikle diizenleyici T
hlcrelerinin (Treg), Th2 hicrelerinin ve aktif B hicrelerinin birikmesine neden olur ve
bu da blyume faktorlerini (IL-4, 1L-6, 1L-10, IL-13 ve TGF beta), immunoglobulinlerini
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salgilatir. Bu olaylar promotor tepkilerini artirir ve CTL sitotoksisitesini inaktive eder,

bdylece tiimor gelisimini destekler (Coussens ve ark. 2002).

2.2.3. Meme kanserlerinde STAT-3 yolagi

Stat-3 transkripsiyon faktort, meme kanserlerinin %70’inde uygunsuz bir sekilde aktive
edilir ve hastaligin patogenezine dogrudan katkida bulunur. Bazal kosullarda STAT-3,
sitoplazmada inaktif bir konformasyonda bulunur. Kritik bir tirozin kalintisi olan tirozin
705 tizerinde, sitokin reseptorii ile iligkili fosforilasyon ile aktive olur. Janus kinazlar
(JAK) gibi tirozin kinazlar STAT-3 aktivasyonunu sagladiktan sonra STAT-3’ler
cekirdege yer degistiren aktif dimerler olusturur ve hedef genlerin diizenleyici
bolgesindeki ayn1 kokenli baglanma bolgelerinde DNA’ya baglanir. STAT-3 daha sonra
proliferasyon, farklilasma, gog, hayatta kalma ve anjiyogenez dahil olmak iizere ¢esitli
hlcresel siireclerde yer alan anahtar hedef genlerin (BCL-2, m-cyc gibi) ekspresyonunu
dizenler. STAT-3 meme kanseri hiicrelerin hayatta kalmasi igin gerekli oldugundan
STAT-3 inhibisyonunun yiiksek bir terap6tik etkisi olabilir. STAT-3’( terap6tik olarak
inhibe etmek i¢in kinaz inhibitorleri ve dimerizasyon antagonistleri dahil olmak tzere bir
dizi yaklasim benimsenmistir ancak bunlar hedef dis1 veya spesifik olmayan etkiler
gosterir (Egusquiaguirre ve ark. 2018).

Hem intrinsik hem de ekstrinsik yolaklar tarafindan uyarilan aktive tirozin kinazlar (JAK
gibi), STAT3 fosforilasyonunu saglar, bu da niikleusa translokasyon yapan fosforile
STAT3 dimerleri olusturur. STAT3, ¢ogalma, hayatta kalma, istila ve metastazi iceren
cok sayida genin diizenlenmesine ek olarak, kanseri tesvik eden iltihaplanma ile iligkili
IL-6 ve COX2 gibi bir¢ok sitokin, kemokin ve diger aracilarin ekspresyonunu indiikler.
Bu sitokinlerin, kemokinlerin ve aracilarin birgogunun reseptorleri de STAT3'li daha da
aktive eder, boylece genetik programda ve kanser iltihabinin tesvikinde kararli bir
degisiklikle sonuglanan otokrin ve parakrin ileri besleme dongiileri olusturur (Yu ve ark.

2009).
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2.2.4. Meme kanserinde NFkB yolag

NF«kB transkripsiyon faktor, bir dizi 6nemli fizyolojik slrecte temel bir rol
oynamaktadir. Cogunlukla, bagisiklik sisteminin  gelisimi, homeostazi  ve
aktivasyonundaki merkezi rolii i¢in ¢alisilmasina ragmen, NFxB kas ve iskelet
sistemlerinde de 6nemlidir ve epitel homeostazinin 6nemli bir diizenleyicisidir. Hucresel
dizeyde NF«xB; hucre dongusu, proliferasyon, hiicre gogl ve hicre olimini
diizenlemede 6nemli roller oynar ve yaslanmada anahtar faktoér olarak tanimlanmistir
(Christian ve ark. 2011, Hayden ve ark. 2012). NF«kB 'nin bu fizyolojik islevlerine, NFxB
aktivitesinin genellikle diizensiz oldugu goriilen hastalikta esit derecede dnemli roller
eslik eder. Bu nedenle NF«kB, oto bagisiklik ve ateroskleroz dahil enflamatuar hastalikta
ve ayrica kanser ve norodejenerasyonda Kkritik bir patolojik rol oynar (Christian ve ark.
2011, Hamid ve ark. 2011).

NFkB, DNA’ya dogrudan baglanarak bir¢ok genin ekspresyonu kontrol eden bir
transkripsiyon faktorudir. TNF-a ve IL-1 gibi pro-enflamatuvar sitokinler ve hormonlar
gibi c¢esitli uyarict molekiiller tarafindan aktive olan NFkB c¢ok sayida genin
transkripsiyonunu diizenleyen sinyal yolagi olarak gérev yapar (Concetti ve Wilson 2018,
Sen ve ark. 2017). NFkB; B ve T lenfositleri, monositler, makrofajlar, keratinosit ve
fibroblaslar tarafindan eksprese edilip; sitokinler kemokinler, sitokin reseptorleri, stres
proteinleri, blytme faktorleri, adezyon molekilleri, immun duzenleyiciler gibi
bagisiklikta ve ayrica hiicre proliferasyonu ve apoptozda etkin olan ¢ok sayida genin
uyarilabilir ekspresyonu i¢in 6nemli bir diizenleyici proteindir. Bu nedenle NF«B sinyal
yolagi enflamasyon ve kanser arasinda anahtar bir baglant1 olusturmaktadir (Christian ve
ark. 2011, Concetti ve Wilson 2018).

NFkB alt birimleri

NF«B ailesi, memeli genomunda NFxB1 / p105, NFkB2 / p100, RelA / p65, RelB ve c-
Rel olmak (izere bes alt birimden olusan bir protein ailesidir. Bu alt birimler, hedef genin
promotor bolgesine baglanmak i¢in homo veya heterodimerleri olusturur. NFxB ailesinin

tiim tyeleri, niikleer lokalizasyon sinyalini (NLS) iceren bir Rel homoloji alan1 (RHD)
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bulundurur. Homo veya heterodimerleri, diziye 6zgii DNA'ya baglanir ve NF«B ailesi
inhibitorlerinin (kB ailesi) iiyelerinde bulunan ankirin tekrar motifleriyle etkilesime girer
(Khandia ve Munjal 2019).
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Sekil 2.7. NF«B alt birimleri ve olusturduklar1 dimerler RHD, Rel domain bélgesi; GGG,
Glisince zengin bolge; Ank, Ankrin tekrarlari; TAD, Transaktivasyon bolgesi) (Concetti
ve Wilson 2018)

NFkB ailesi tyelerinin ortak bulundurdugu boélge, immiinoglobiilin benzeri tekrar
bolgeleri igeren ve NFkB’nin DNA’ya baglanmasini, alt birimlerle dimerizasyonunu ve
cekirdege tasinimi saglayan Rel-domain bolgesidir. Bes farkli alt birimden yalnizca iki
alt birim (p50 ve p52) dnciil molekiiller olarak sentezlenir ve belirli iglemler sonucunda
aktive olurlar. P50 alt birimi, dnciisii olan p105’in devamli olarak proteolitik islenmesi
sonucu olusurken; p52 alt birimi ise 6nciisii olan p100’iin fosforilasyon ve ubikitinasyonu
sonucu olusur. Her iki alt birim de transaktivasyon bolgesi (TAD) icermedigi i¢in
transkripsiyonel agidan inaktiftir. Bunun tersine RelA, RelB ve cRel alt birimleri hiicrede
oncul molekiliu olmadan sentezlenirler ve TAD bdlgesi icerdikleri i¢in hedef genlerin
transkripsiyonunu baslatirlar. NFxB ailesi tiyelerinin homo- ve heterodimerizasyonu ile
Sekil 7°de gosterildigi gibi 15 farkli transkripsiyon faktorii olusturabilmetedir (Concetti
ve Wilson 2018).
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NFxB’nin aktivasyonu

NFkB genellikle timor gelisiminin hizlanmasina yol agan proinflamatuar genlerin
ekspresyonunu artirmak i¢in aktive edilir (Khandia ve Munjal 2019). NFxB’nin aktive
olabilmesi i¢in alt birimlerin dimerizasyonu 3 farkli yolakla gerceklesir. Bu yolaklar;
geleneksel (kanonikal), alternatif (kanonikal olmayan) ve DNA hasari durumunda
devreye giren yolaklardir (Concetti ve Wilson 2018, Sen ve ark. 2017).

Geleneksel yolak (Sekil 2.8.), immiin yanitta enflamasyonun diizenlenmesi icin lenfoid
hiicrelerin ¢ogalmasindan ve yikimindan sorumludur. En sik goriilen aktif formlardan biri
olan p50/RelA (p65) dimeri bu yolakla olusur. NFxB dimerleri (p50/RelA) dinlenim
durumundayken IkB adi verilen inhibitor proteinlere bagli oldugu igin inaktif formdadir
ve DNA ’ya baglanamaz. Inaktif formdaki bu dimerler, proenflamatuar sitokinlerce (TNF-
a, IL-1B vb.) veya LPS ile uyarilarak enflamatuar uyar1 saglanir. Ardindan dimerleri
inaktif formda tutan IxB proteinleri inhibitér kappa B kinaz (IKK) enzimi tarafindan
fosforillenir. Bu olay IkxB’yi ubikitinasyona hazir hale getirir ve ubikitinasyondan sonra
IxB’nin ubikitin-proteazom sistemi ile degredasyonu gergeklesir. Sitoplazmada kB /
NF«B kompleksinde serbest kalan NFxB (p50/Rel A dimeri) niikleer lokalizasyon sinyali
ile ¢ekirdege gecer (Christian ve ark. 2011, Concetti ve Wilson 2018, Sun 2011).

Geleneksel olmayan yolakta (Sekil 2.8.), en sik goriilen diger bir aktif form p52/RelB
dimeri aktive olur. Geleneksel olmayan yolak geleneksel yolaga gore daha yavas bir
kinetige sahiptir. Bu yiizden bu yolakta goriilen p52/RelB dimer aktivitesi geg
gerceklesir, ancak daha uzun stireli aktivasyon saglanir. Sitoplazmada dinlenim
durumunda inaktif formda bulunan p100/RelB dimeri, lenfotoksin 3, B-hiicre aktive edici
faktor (BAFF) ve CDA40 ligandlar1 araciligiyla uyarilir. p52 monomerinin dncull olan
p100, IKK homodimeri tarafindan fosforile edilir. Bu fosforilasyon sonucunda p100’{n
p52’ye dontlisiimii gerceklesir ve transkripsiyonel agidan aktif olan p52/RelB dimeri
serbest hale gelir ve niikleer lokalizasyon sinyali ile ¢ekirdege geger (Christian ve ark.
2011, Concetti ve Wilson 2018, Sun 2011).
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Sekil 2.8. Kanonikal ve kanonikal olmayan NFkB Yolu. Kanonikal yol, dogustan gelen
ve adaptif bagisiklik reseptorlerinin aracilik ettigi sinyaller de dahil olmak tizere ¢ok
sayida sinyal tarafindan tetiklenir. Takl, IKK aracili IkBa fosforilasyonu ve ardindan
bozunma ile IKK kompleksinin aktivasyonunu icerir, bu da prototipik NFkB heterodimer
RelA/p50'in hizli ve gegici niikleer translokasyonu ile sonuglanir. Kanonikal olmayan
NF«B yolu, bir TNFR uyeleri alt kiimesinden sinyal gondererek tetiklenen fosforilasyon
kaynakli p100’iin islenmesine dayanir. Bu yol, NIK ve IKKa'ya baghdir, ancak trimerik
IKK kompleksine bagli degildir ve RelB/p52 kompleksinin kalic1 aktivasyonuna aracilik
eder (Sun 2011).

DNA hasar1 sonucu NFkB aktivasyonu ise; DNA hasarina karsi1 olusan cevapta etkilidir.
Bu yolakta, kanonikal ve kanonikal olmayan yolaktan farkli olarak IKK aktivitesine gerek
yoktur. Ozellikle DNA cift zincir kirik hasarryla devreye giren bu yolagm iki paralel
siireci vardir. i1k olarak PIDD ad1 verilen ve ‘6liim (death)’ bolgesi igeren p53 ile uyarilan
protein aktive olur ve ¢ekirdege gecer. Cekirdekte bulunan IKK/NEMO’nun, bir gesit
kinaz olan RIP1 (Reseptorler etkilesen protein 1) ile birlesip kompleks olusturmasi ve
SUMO ve ubikitin yoluyla modifikasyonu bu yolaktaki ilk siireci olusturur. Ikinci siirecte
ise SUMO ve ubikitin yoluyla modifiye edilen IKK/NEMO kompleksi sitozole geger ve
IKK’yi aktive ederek NF-xB aktivasyonunu saglar (Sen ve ark. 2017, Wang ve ark. 2017).
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Genotoxic stress

Anti-apoptotic genes,
inflammatory cytokines,
Oncogenic miRNAs, efc.

% K63-linked chain

i Linear chain

Sekil 2.9. Genotoksik stres ile uyarilan NFkB Yolu (Wang ve ark. 2017)

NFkB’nin inhibisyonu

Aktive olup cekirdege gecen NF«B, transkripsiyon faktorii olarak gorevini yaptiktan
sonra tekrar sitozole gecer. Sitozolde dinlenim durumundayken NF«B ile etkilesen ve
onun inhibe hale gelmesini saglayan inhibitor kappa B (IkB) proteinleridir. 1B
proteinlerinin NF«B ile protein-protein etkilesimleri IkB’nin yapisinda bulunan ankrin
tekrarlar1 sayesinde olur (Concetti ve Wilson 2018). 1kB ailesi 7 tiyeden olusur (1B, 1B
o, IkBp, IkBy, 1kB3, IkBz, IxB NS ve Bcl-3). 1kBz, IkBNS ve Bcl-3 ¢ekirdekte bulunurlar
ve transkripsiyonu dizenlemek icin NFkB ailesi iiyeleriyle etkilesime girerler. kB
ailesinin kalan uyeleri ise sitoplazmada bulunurlar ve bunlar niikleer lokalizasyon sinyali
(NLS) ile etkilesime girerek NF«kB ailesi liyelerinin ¢ekirdegin igine girisini engellerler.
Bu sekilde NFxB transkripsiyon faktorleri, IxB ailesinin {yeleri tarafindan

transkripsiyonel olarak inaktif tutulur (Khandia ve Munjal 2019).
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NFkB’nin regiilasyonu

NF«B hedef genlerinin fonksiyonel dogasi, diizensiz NFkB 'nin zararli sonug¢larinin ve
NFkB aktivitesinin siki kontroliiniin gerekliliginin altinda yatar. NFxB aktivitesini
siirlamanin birincil yolu, NFkB 'nin neden oldugu IxB ifadesini gerektiren bir negatif
geri besleme dongusuddr. Yeni sentezlenen IkB, ¢ekirdege girer, NFkB'yi baglar ve onu
sitoplazmaya aktarir, boylece NFkB yonlendirmeli transkripsiyonu sonlandirir. NFxB alt
birimlerinin ubikitinasyon, asetilasyon, metilasyon, nitrosilasyon ve glikosilasyon ile
modifikasyonu, ¢esitli diizeylerde bildirilmistir, ancak en ¢ok dikkat ¢eken, NFkB'nin
fosforilasyonudur. NFkB alt birimlerinin bdlgeye 6zgii fosforilasyonu, diger faktorlerle
olan etkilesimleri ve NFxB dimerlerinin stabilitesini, bozunmasini1 ve transkripsiyon
aktivitesini kontrol eder. Onemli olarak, belirli fosforilasyon olaylarmin, gene 6zel bir
tarzda NF«B transkripsiyonel aktivitenin se¢ici regiilasyonuna katkida bulundugu da agik
hale gelmektedir. NFkB alt birimlerinin fosforilasyonunun, basit bir agma / kapama
anahtari olarak hareket etmek yerine, hedef genlerin transkripsiyonunu artirabilecegi veya
azaltabilecegi veya transkripsiyon yanitlarin1 modiile edebilecegi agiktir. P65'in
fosforilasyonu, p65'in her yerde bulunmasini ve stabilitesini ve ayrica protein protein
etkilesimlerini etkileyen konformasyonel bir degisiklige neden olur. P65'in
transaktivasyon alaninda (TAD) S536'da fosforilasyonu, artan CBP / p300 baglanmasi1 ve
p65'in K310'unda asetilasyon yoluyla gelismis transaktivasyona yol acar (Christian ve
ark. 2016, Khandia ve Munjal 2019).

2.2.5. Meme kanserinde enflamatuar aracilar

Enflamasyon, humoral (sitokinler) ve hiicresel (I6kositler, monositler ve makrofajlar)
bilesenlerden olusan karmasik bir fenomendir. Enflamasyonu tesvik eden ve hastaligi
daha da kotiilestiren sitokinlere proenflamatuar sitokinler denir, diger sitokinler ise
enflamasyonu azaltmaya ve iyilesmeyi tesvik etmeye hizmet eder ve anti-enflamatuar
sitokinler olarak adlandirilir. Normal dokularda, anti-enflamatuar sitokinler,
proenflamatuar sitokinler iiretildikten sonra senkronize olarak yukari regiile edilir ve bu
da enflamasyonun ¢ozllmesine yol acar (Hamid ve ark 2011). Bununla birlikte buyiume

faktorleri, proenflamatuar sitokinler, kemokinler, ROS ve RNS gibi bazi enflamatuar
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arac1 molekiiliin yukar1 regiilasyonu kanserlerin ilerlemesi ile sonu¢lanmaktadir (Khandia
ve Munjal 2019). Gegtigimiz on yillar boyunca, enflamasyonun timor gelisimi ve
ilerlemesinde kritik bir rol oynadig1r kanitlanirken, baglica molekiiler mekanizmalarin
cogu simdi ortaya ¢ikarilarak, meme kanseri baslangicinda, gociinde ve ilerlemesinde
sitokinlerin ve 6zellikle interlokinlerin (IL'ler) kilit rolii vurgulanmistir (Fasoulakis ve
ark. 2018)

Kemokinler

Kemokinler, esas olarak bagisiklik hiicreleri tarafindan salgilanan kiigiik molekiillerdir,
ancak vaskuler endotelyal hicreler gibi immun olmayan hicreler de anjiyogenezi
indiklemek icin bunlar1 iretebilir. Enflamasyon bolgesinde enflamatuar hcreler,
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCL7 ve CXCL8 kemokinler
tarafindan toplanir. Kemokinler ve reseptorleri, tiimdr gelisimi ve metastaz siirecine dahil
edilmistir. Glutamik asit-16sin-arginin (veya kisaca ELR) motifine sahip kemokinler, esas
olarak CXCR2'ye baglanir ve anjiyojenik 6zelliklere sahiptir. CXCL1 veya CXCL8'in
melanomlar durumunda asir1 ifade edildigi ve biiyliimenin yani sira metastazi artirma

egiliminde olduklari bulunmustur (Khandia ve Munjal 2019).

Sitokinler

Sitokinler biyolojik 6zellikleri aracilifiyla enfeksiyonlar, hematopoez ve homeostazda
onemli bir rol oynayan ve doku yenilenmesi, hicresel filizlenme ve blylmeyi kontrol
ederek bulasici hastaliklara ve hatta tiimor olusumuna kars1 yanitt kontrol eden ¢ok islevli
rollere sahip olan biyomolekillerdir. IL'ler, sitokinlerin stper ailesine ait olan ve
sitokinler olarak karmasik immiinolojik fonksiyonlar sunan salgilayict immiinomodiilatér
proteinlerdir. IL'lerin temel amaci, enflamatuar yanitta hayati bir rol oynayan hiicre gog,
proliferasyon, olgunlagma ve yapisma dahil olmak tizere bagisiklik sisteminde hiicreler
arasi iletisime aracilik etmektir. Interlokinler hem akut hem de kronik enflamatuar
yanitlarda yer alir. Her seferinde belirli bir sinyal yolunu aktive ederek hiicre yiizeyinde
ifade edilen spesifik reseptorlerin uyarilmasina bir yanit olarak hareket ederler. Bugiine

kadar, her biri benzersiz bir reseptor tipine baglanan, belirli bir kokene, yapiya ve
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ozelliklere sahip olan yaklasik 38 farkli interlokin tanimlanmistir, ancak bir¢ogunun

mevcut

oldugu ve meme kanserinin

indliklenmesi ve yayllmasina katildig

bildirilmektedir (Cizelge 2.5.) (Fasoulakis ve ark. 2018, Khandia ve Munjal 2019).

Cizelge 2.5. Meme kanserinde rol oynayan interlokinlerin ana fonksiyonlar1 ve kaynak
hicreleri (Fasoulakis ve ark. 2018)

interlokin Kaynak hticre Meme kanserinde ana islevi ve etkisi
Epitel  hicreleri, Endotel
IL-1 Hiicreleri, notrofiller, | Proenflamatuar sitokin, Th17 hicrelerinin indiksiyonu
mononikleer fagositler
. . Immiin diizenleyici sitokin, NK hiicrelerini ve monositleri
IL-2 Thi-hiicreleri aktive eder, B ve T lenfositler i¢in ana bilyiime faktérii
Paraziter = enfeksiyonlarin  kontrolii,  interlokin-1
-4 Th2-hiucresi, Mast hicreleri, | inhibisyonu ile antiinflamatuar etki, monositler tarafindan
bazofiller TNF ve IL-6 dretimi, inhibisyon, Thl7 yolunun
aktivasyonu, antikor aracili bagisiklik
Makrofajlar, T hiicreleri Doku istilasini ve eplt.eldep 'mezenklmale gecisi "tC$Vlk
IL-6 fibroblastlar eder, Akut faz proteinlerinin uyarilmasi, B hicreler
lizerinde etkiler, Th17 hiicrelerinin indiksiyonu
) . . Tip 1 bagisiklik tepkisini indiikler, CD8+ spesifik
IL-7 Stromal hiicreler, timus sitotoksisiteyi artirir, NK ve LAK hiicresini indiikler
Makrofajlar, notrofiller,
IL-8 endotelyal hiicreler, | Notrofil kemoatraktan ve aktivatéradir
fibroblastlar
IL-10 B hicreleri, T hicreleri, | Anjiyogenezi ve doku istilasimi tesvik eder, Biiylime ve
monositler metastaz siispansiyonu mekanizmalarini inhibe eder.
Fibroblastlar, kemik iliginin Hematopgehk biiyiime faktori, Kemﬂ(. 111g.1- }iucre!erllnm
IL-11 . - (makrofajlara farklilasan) trombopoezi, bilylimesini ve
stromal hticreleri
farklilagsmasini uyarir
Th2 hicreleri, CD8+ T |Proinflamatuar sitokinleri inhibe eder, makrofaj islevini
IL-13 hicreleri, Mast hiicreleri, | modiile eder, aktive edilmis endotel yiizeyleri ile etkilesimi
eozinofiller, bazofiller azaltir
Hiicre dis1 patojenlerin kontrolii, TNF ve interlokin-1 ile
IL-17 Th17 hicreleri sinerji, proinflamatuar sitokin, matriks yikiminin
indiiksiyonu
IL-19 B hiicreleri, monositler Biiylimeyi, cogalmay1 ve kanser ilerlemesini arttirir
) Otokrin tarzinda Th17 yolunun amplifikasyonu
IL-21 Th17 hicreleri
IL-23 N.I.l den.dmlk hycrEIer’ Thl fitihabr tesvik eder, Th17 genisletme ve stabilizasyon
hucreleri, monositler
o Proenflamatuar sitokin
IL-32 Keratinositler
Th2 hicreleri, Mast hiicreleri, | Miyeloid kaynakli baskilayici hiicrelerin  apoptozunu
IL-33 Dogustan yardimct 2 | azaltir
hucreleri
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Interlokin-1 (1L-1)

Interldkin-1 (IL-1), cesitli biyolojik fonksiyonlarla karakterize edilen bir 17-20 kilodalton
(kDa) sitokin grubunu temsil eder. Enflamatuar siireglerin baslatilmasi ve ilerlemesi ile
ilgili olan ana temsilcileri ise proenflamatuar sitokinler IL-1o ve IL-1p ile interlokin-1

reseptor antagonistidir (IL-1ra) (Fasoulakis ve ark. 2018).

Interlokin la (IL-1a) ve IL-1B, enflamatuar siireci aktive eden esit derecede giiclii
enflamatuar sitokinlerdir ve bunlarin diizensiz sinyallesmeleri, siddetli akut veya kronik
enflamasyonla kendini gosteren yikici hastaliklara neden olur (Di Paolo ve
Shayakhmetov 2016, Lopez-Castejon ve Brough 2011). Birgok kanser tird, yuksek bir
IL-1 ekspresyonu ortaya ¢ikarirken, viriilan bir tiimor fenotipi, yiiksek I1L-1 ekspresyonu
ve kotii prognozlu birgok kanser tirii ile iligkilidir. IL-1p ve NFxB yolunun
aktivasyonunu igeren olast bir otokrin yolunun var oldugundan siiphelenilmektedir.
Metastatik meme kanseri hatlari, mezenkimal kok hiicreler (MKH'ler) Gizerinde etkili olan
IL-1B’y1 salgilarlar. MKH'ler, timdr mikrocevresinde pro- veya anti-tumor aktivite
sergileyerek kemotaksiyi ve hiicre davraniginin diger parametrelerini etkileyen
kemokinleri Uretirler. Kemokinlerde meme neoplastik hucrelerinin metastatik-invaziv
potansiyelini giiclii bir sekilde etkilerler. IL-1 yakindaki hiicrelerin biiyiime faktorleri ve
anjiyojenik proteinler iiretmesini saglayarak matriks metalloproteinazlar (MMP) gibi
metastatik genlerin ekspresyonunu indikler ve boylece neovaskilarizasyon ve metastaz
ile kanser gelisimini uyarir (Fasoulakis ve ark. 2018). Ek olarak yapilan bir¢ok ¢alismada
da IL1’in meme kanseri gelisimi ve kemik metastazinda fonksiyonel bir role sahip oldugu

gosterilmistir (Filippi ve ark 2015, Holen ve ark 2016).

Interlokin-6 (1L-6)

Interlokin-6 (IL-6) vaskiiler endotel hiicreleri ve mononiikleer fagosit fibroblastlar:
tarafindan sentezlenen 26 kilodaltonluk bir sitokindir. IL-1 ve TNFa tarafindan uyarilma
sonucunda salgilanir ve esas olarak hepatositler ve B hiicreleri iizerinde etkilidir. B
lenfositlerin antikor Ureten hiicrelere farklilagmasini saglarken, hepatositlerden C-Reaktif

protein (CRP) ve mannoz baglayan lektin (MBL) gibi akut faz reaktanlarinin salinimina
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neden olur. Boylece enflamatuar cevabin ortaya ¢ikmasini ve gelismesini saglar (Tanaka
ve ark. 2014).

Enflamatuvar yanitin ana indiikleyicisi olan interlokin-6, kanserin patolojisinde ve
anjiyogenezinde temel rolii tasir. Diger bir deyisle IL6, kanser mikro ortaminda
diizensizlesen baslica sitokinlerden biridir. Her ne kadar ekspresyonu transkripsiyonel ve
post-transkripsiyonel mekanizmalarla siki bir sekilde kontrol edilse de, IL-6'nin diizensiz
ve siirekli sentezi kronik enflamasyon ve otoimmiinite {izerinde patolojik bir etki yaratir.
IL-6 gen transkripsiyonunu diizenleyen NFkB, spesifik protein 1 (SP1), nlkleer faktor
IL-6 (NF-IL-6) (CAAT olarak da bilinir), aktivator protein 1 (AP-1) ve interferon
diizenleyici faktor 1 gibi bir dizi transkripsiyon faktorii gosterilmistir (Tanaka ve ark.
2014). Asir1 ekspresyonu, ¢esitli sinyal yollarinin diizenlenmesi dahil olmak tizere timor
bliylimesi i¢in gerekli tiim temel fonksiyonlara hizmet etmenin yani sira ¢ogu tiimor
arasinda bildirilmistir. Ayrica, kanser hiicrelerini, sagkalim i¢in sinyal verme, anti-
apoptoz ve onarim siiregleri yoluyla kanser tedavisinin aracilik ettigi hasardan

korumaktadir (Khandia ve Munjal 2019).

Renal, mesane, servikal ve meme hiicre dizilerinden secilen karsinom hcrelerinin
potansiyel olarak IL-6 eksprese ettigi kanitlanmigtir. 1L-6, ¢ok islevli roliinii bir¢ok
yonden gosterir. Farkli tiimorler tarafindan salgilanir ve oto-parakrin bir neoplazm
stimiilasyonu modu ile proliferasyonu uyarir. IL-6, herhangi bir anti-apoptotik proteini
yukar1 regiile etme veya proanjiyogenik sitokinlerin kiimelenmesini indiikleme
yetenegine sahiptir. Ayrica IL-6, hucre dizilerinde vaskiler endotelyal buylme
faktorinin (VEGF) Uretimini tetikler (Fasoulakis ve ark. 2018) Bununla birlikte IL-6’nin
p53 geninin promoter bolgesindeki CpG adalarinin hipermetilasyonuna ve p53
fonksiyonunun kaybina neden oldugu da rapor edilmistir (Khandia ve Munjal 2019). K6t
hayatta kalma orani genellikle serum IL-6 seviyesi ile baglantili olmaktadir (Fasoulakis
ve ark. 2018) Yapilan bir ¢alismada insan IL-6 ve IL-6 ¢ozin(r reseptord ile kilttrlenen
insan meme adenokarsinomu hiicre dizisi MCF-7'nin biyumesinin strddrilmesinden IL-

6'nin sorumlu oldugu rapor edilmistir (Jiang ve ark. 2011).
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Interlokin-8 (1L-8)

IL-8 / CXCLS, 99 amino asit uzunlugunda 8 kilodaltonluk bir proteindir ve IL-8'in
biyolojik etkilerine, CXCR1 ve CXCR2 olarak adlandirilan iki hiicre yiizeyi G proteinine
bagli reseptore baglanma yoluyla aracilik edilir. IL-8 yaygin olarak, makrofajlardan,
epitelyal hucrelerden, diz kas hiicrelerinden ve endotelden gelen baskin sekresyonla,
vucut boyunca eksprese edilir. Bagisikliktaki rolii, notrofilleri ve diger hiicre tiplerini
CXCR1 ve CXCR2 yoluyla enflamasyon ve enfeksiyon bdlgelerine ¢ekmektir. 1L-8,
hiicre i¢i kalsiyum artisini, ekzositozu, hiicre ici depolama organellerinden enzim ve
proteinlerin salinimi saglayan bir nétrofil, kemoatraktan ve aktivatordir. 1L-8, endotelyal
hilcre proliferasyonu ve migrasyonunu module ederek tuimérlerde potent bir anjiyojenik
faktor olarak da etki eder (Todorovié-Rakovi¢ ve Milovanovi¢ 2013). IL-1 veya TNF-
o'ya maruz kaldiktan sonra, I6kositler ve endotelyal hiicreler IL-8 Uretir. Fibroblastlar ve
habis tiimor hiicreleri ayrica hipoksik kosullara veya kemoterapiye yanit olarak IL-8
salgilar. Beyin, meme, servikal, kolon, mide, akciger, melanom, yumurtalik, prostat, renal
ve tiroid, Hodgkin lenfomasi dahil olmak {izere ¢esitli tlimor tiirlerinde ekspresyonunun
onemli Olclide yiiksek oldugu bulunmustur ve tiimdr boyutu ve evresi ile pozitif
korelasyonu bulunmaktadir. Daha ylksek I1L-8 konsantrasyonuna sahip kanser hastalari,
genellikle zayif hayatta kalma orani sergiler (Khandia ve Munjal 2019). IL-8 ER- meme
kanserlerinde ifade edilirken, hem ER- hem de ER+ meme kanseri deneklerinde

invazivligi ve metastatik potansiyeli arttirmaktadir (Fasoulakis ve ark. 2018).

Normalde IL-8 iiretimi dis bir uyaran olmadigi durumlarda veya saglikli dokularda
oldukga diisiik seviyede tutulmaktadir. TNF-a ve IL-1 gibi pro-enflamatuvar sitokinler,
bakteriyel ve viral Urlinler ve hiicresel stres gibi uyaranlar varliginda ise sinyal yolaklari
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel seviyede 1L-8 ekspresyonunu hizli bir sekilde
aktive etmektedir (Hoffmann ve ark. 2002, Kim ve ark. 2005). TNF-a ve IL-1 gibi
uyaranlar 100 kattan daha fazla IL-8 artisina yol agarken bakteri ve EGF gibi faktorler ise
5-10 kat aras1 IL-8 salmimina yol agmaktadir. Bu uyaranlar disinda hiicre ici artan Ca*?
seviyesinin NFxB niikleer translokasyonunu artirarak IL-8 ekspresyonunu uyardigi
bulunmustur (Kim ve ark. 2005). Maksimum IL-8 miktar1 ise 3 farkli mekanizmanin

kombinasyonu ile saglanmaktadir: ilk olarak gen promotorunun derepresyonu (represor
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genin inaktivasyonu), ikinci olarak NFxB ve JNK yolagi aracilifiyla genin
transkripsiyonel aktivasyonu ve {igiincii olarak da p38 MAPK yolag: araciligryla mRNA
stabilizasyonu. Bu sekilde hiicreler salgilanan IL-8 miktarin1 hizli bir sekilde

artirabilmekte ve doku hasarinin oldugu bdlgelere 16kosit saldirisinin boyutunu da kontrol

edebilmektedir (Hoffmann ve ark. 2002).

2.3. Kanser ve Eser Elementler

Dogal olarak olusan bilesikler, yeni antikanser maddeler i¢in potansiyel olarak zengin bir
kaynak sinifidir. Dogal bilesikler diisiik yan etkileri nedeniyle giinlimiizde kanser tedavisi
icin ¢ok dnemli bir potansiyel kaynaktir. Bunlar arasinda en 6nemli adaylardan biri bor

ve bor bilesikleridir (Erbaykent Tepedelen ve Korkmaz 2020)

2.3.1 Bor elementinin genel dzellikleri

Periyodik tabloda B semboliinde gosterilen, atom numarasi 5 ve atom agirligi 10,81 olan
bor elementi metal ile ametal arasinda yari iletken 6zelliktedir. Dogada dogal ve serbest
halde bulunmayan bor elementinin dogada bulunan 230 kadar tiirii oldugu bilinmektedir
(Helvaci ve ark. 2010).

Sindirim ve solunum yolu ile %100’e kadar bir oranda emilen bor ve bilesikleri viicuda
alindiktan sonra borik asite (B(OH)3) ve bir hayli az bir boliimii borat anyonlarina
(B(OH)4") dontismektedir. Homeostatik bir mekanizma ile kan ve dokularda uzun bir siire
sabit bir diizeyde kalmakta ve bu homeostasis bobrek tarafindan ayarlanmaktadir.
Hayvanlarda ve insanlarda viicuda alinan borik asit parcalanmadan hizli bir sekilde pasif
diftizyon ile viicut sivilarina yayilmaktadir. Emilen bor bilesiklerinin 24 saat ya da daha
kisa stirede yarilanip birkag giin igerisinde % 90’dan fazlasinin hizli bir bi¢cimde iiriner
yolla vicuttan atildigr ispatlanmistir. Dolayisiyla uzun yillar yliksek doz bor etkisinde
kalan bireylerin viicudunda bor birikimi ger¢ceklesmemektedir (Korkmaz ve ark. 2007).
Bununla birlikte 2010 yilinda bu arastirmanin yapildigi aym sahada 6,5 (SH 1.01)
mg/gunlik  kronik bor maruziyetinde ve 2011 yilinda bor is¢ilerindeki

14,45+6,57mg/giinliik maruziyette seminal sividaki bor miktarinin kandaki seviyesine

31



gore daha yiiksek oldugu bulunmus ancak bu birikimin FSH, LH ve toplam testesteron
seviyesine, sperm konsantrasyonuna ve morfolojisine herhangi bir yan etkisi olmadig:

gbzlenmistir (Korkmaz ve ark. 2010, Duydu ve ark. 2011).

Sekil 2.10. Bor elementi

Bor bilesiklerinden etkilenen kanser tiirleri baglica prostat kanseri, meme kanseri, rahim
agz1 kanseri, akciger kanseri ve melanomdur (Scorei ve ark. 2010). Umut vadeden yeni
bir aday sinifi bor ve tiirevleridir. Caligmalar, borun insan ve hayvan embriyonik gelisimi,
enerji substrat metabolizmasi, mineral metabolizmasi, hormon metabolizmasi, kemik
yapist ve islevi, iltihaplanma ve diger fizyolojik islevlerde 6nemli bir diizenleyici roli
oldugunu gostermistir. Bor, biyolojik olarak aktif faydali bir gida bilesenidir. Cesitli yap1
ve fonksiyonlari ile biyokimyasal yollar1 destekler. Hayvanlar ve insanlar igin esansiyel

bir eser elementtir (Nielsen ve ark. 2011).

2.3.2 Bor elementinin insan saghgina etkisi

Yerkabugu, okyanuslar, yeralti sular1 ve yiizey sularmin tiimii bor igerir. Bor
konsantrasyonunun yiiksek oldugu yerlerde (bor yataklarmin yakininda) yasayan
insanlar, cevre (solunum ve deri yoluyla), yiyecek ve icecekler yoluyla bor ve
bilesiklerine maruz kalmaktadir. Son zamanlarda “tolere edilebilir kronik alim/TCI”

diizeyinde tiiketildiginde, insan saglig1 lizerinde yeni kesfedilen olumlu etkileri nedeniyle
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esansiyel bir unsur olarak yeniden siniflandirilmas: gerekmektedir. 70 kg'lik bir yetiskin

icin TCI limiti giinde 28 mg bor'dur (Devirian ve ark. 2003).

Bor; meyvelerde, sebzelerde ve igme suyunda bulunan ¢ogu diyetin ortak bir bilesenidir.
Bor bilesiklerinin etki mekanizmasi hakkinda birtakim eksiklikler olmasina karsin,
toksikolojik profilleri konusunda artan veriler insanlara guvenli bir bicimde

uygulanabilecegini gosteren kanitlar sunmaktadir.

Ayrica insan ve hayvanlarda borun fazlasi viicuttan disartya atilir. Fakat yliksek dozlarda
borik asit alindig1 zaman toksik etki gdsterebilmektedir. DSO (Diinya Saglik Orgiitii)
borun insan sagligi i¢in fizyolojik olarak yarar saglayabilecegini rapor etmistir. Deneysel
insan ¢alismalar1 borun yasam dongisi i¢erisinde metabolizmaya veya kalsiyum, bakir,
magnezyum, azot, glukoz, trigliserid, reaktif oksijen ve ostrojen surecleri gibi ciddi
hayatsal faliyetlere etki edebilecegini gostermistir. Cesitli metabolik aktivitelere etki
ettigi bilinen bor 1980 senesinde iz element olarak tanimlanmistir (WHO 1998). Bugin,
giin icinde toplam bor alimi diinya iilkeleri arasinda farklilik gostermekte fakat Diinya
Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan giinliik giivenli ve saglikli bor alimmmn 1-13 mg
arasinda olmasi ve gilinlik alimin 28 mg/giin degerini ¢ok fazla agsmamas1 gerektigi
onerilmektedir. Dolayisiyla 1mg/giin’den daha az miktarlarda alimin borun optimum
aktivitesi icin yetersiz kaldig1 ve 1mg’dan fazla alimlarin ise insan saghigi i¢in faydali

oldugu sonucuna ulagilmaktadir (Breydo ve ark. 2013).

Deney hayvanlarinda yapilan ve kisith epidemiyolojik c¢aligmalarla desteklenen
uygulamalarda, borun insan ve hayvanlar i¢in pek ¢ok faydali etkisi olan bir biyoaktif
mineral element oldugu gosterilmistir (Nielsen ve Meacham 2011). Son senelerde
Ozellikle baz1 kanser tiirleri i¢in; borun koruyucu, onleyici ve tedavi edici etkileri
epidemiyolojik, hayvan ve laboratuvar ¢alismalariyla kanitlanmistir (Gallardo-Williams
ve ark. 2003, Barranco ve Eckhert 2006, Barranco ve ark. 2007, Carper ve ark. 2007,
Korkmaz ve ark. 2007, Henderson ve ark. 2009).

Yetigkinler i¢in tek bir diyette bulunan bor miktar1 0,15 ila 0,40 mg olarak kaydedilmistir.

Bu miktarin yaklasik % 20’si sebze, meyve ve meyve suyu iriinleri tarafindan
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saglanmaktadir (Hunt ve ark. 2005). Bor; hayvanlarin basta D vitamini olmak iizere
vitaminlerin ve minerallerin metabolizmasinda rol oynamaktadir (Ince ve ark. 2014). Bor;
magnezyum, D vitamini ve kalsiyum ile iligkilidir. Kemik metabolizmasinda da énemli
gorevlere sahiptir. Yapilan ¢calismalarda bor yoksunlugu sonucu olusan kemik yapisi ve
olusumundaki degisikliklerin, kemik giiciinii etkiledigi gibi ve osteoporoz riskini de
artirdig1 diisiiniilmektedir, dolayist ile kalsiyum fruktoboratin osteoporoz tedeavisinde iyi
bir adjuvan olabilecegi sonucuna varilmistir. Ek olarak 1mg/giin’den yiiksek bor alinimi
eklem iltihab1 derecesini ve riskini azaltmaktadir (Nielsen ve Meacham 2011, Scorei

2011).

Bor kadinlarda menopoz sonrasi steroid hormonlarin diizenlenmesinde de gorev alir ve
antioksidan 06zellige sahiptir. Menapoz sonrast osteoporoz goriilen kadinlarin
serumlarindaki kalsitonin seviyeleri diger insanlara gore daha yiiksek seviyede
bulunmaktadir ve serumda kalsitonin seviyelerinin yiiksek olmasi kalsiyum atilimini
artirmaktadir. Bor giinliik olarak yeterli miktarda alindiginda serumdaki kalsitonin
seviyesi dlismekte ve buna bagli olarak da kalsiyum kaybi azalmaktadir. Borun
mikronutrient metabolizmasini olumlu yonde etkilemesi ve bunun yaninda serumdaki
kalsitonin seviyesini diisiirmesi borun osteoporoz olusumunun 6nlenmesinde ¢ok 6nemli
bir rol oynayabileceginin isareti olmustur (Korkmaz 2010, Korkmaz 2011). Bor
beslenmesinin 8. guniinde; Ca ve Mg’un bosaltimla atiliminin % 40 ve %33 azaldig
gorilmistiir. Steroid hormon metabolizmasi {izerinde yapilan bir¢ok ¢alisma menopoz
sonras1 donemde 7 hafta boyunca glinde 3 mg bor kullanan kadinlarda 17-8 estradiol

hormonun 6nemli oranda arttigini1 gostermistir (Green ve Ferrando 1994).

Yapilan ¢alismalarda borun insanin beyin fonksiyonlar1 ve biligsel performansi {izerine
etki ettii gosterilmistir. Insanlarda beyinin ve fizyolojik fonksiyonun &lgiilmesi
caligmalarinda diyetle yeteri kadar olmayan bor alimmin hem elektroensefalogramda
(EEG) daha diisiik frekans aktivitesine yol a¢tigi hem de biligsel ve motor testlerde
beklenenden daha az bir performans gosterdigi ortaya ¢ikmistir (Penland 1998).

Borik asitin dezenfektan ve antiseptik 6zelliginin beraberinde yara iyilesmesi listiinde

olumlu etkiye sahibi oldugu yapilan az sayidaki calismalarda da goriilmistiir. %3 liik
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Borik asit soliisyonuyla tedavinin, derin yaralarin iyilesmesini onemli derecede
arttirdiginin  bulunmast bu ¢alismalardan birisidir (Nzietchueng ve ark. 2002).
Benderdour ve arkadaslar1 (1997) bor elementinin, proteoglikan, kollajen ve proteinlerin
salinimini arttirma yoluyla yara iyilsemesinde énemli bir rol oynayarak, ekstrasellular
matriksin sentezini etkiledigini gdstermislerdir. Ayrica kollajen sentezi ve TNF-a
salimimin1 uyardigint bulgulanmistir. Borik asidin in vivo yara iyilesmesinde TNF-a
sekresyonu istiinden etkili olabilecegi ve Thp-1 monositlerinde TNF-a sekresyonunu
indikleyerek inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
Tavuk embriyo kikirdagi ve insan fibroblast hiicrelerinin model olarak kullanildig:
calismada, %3’liik borik asit soliisyonunun proteoglikan ve kollajen sentezini artirarak
ECM formasyonunda gorev aldigr gosterilmistir (Benderdour ve ark. 1997, Nzietchueng
ve ark. 2002).
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Sekil 2.11. Dogal (inorganik ve organik) bor igeren bilesiklerin onaylanmis biyolojik
aktiviteleri (Donoi ve ark. 2018)
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2.3.3. Bor ve kanser arastirmalari

Normal sartlar altinda, hiicrelerin i¢ ve dis ortamlarla iletisim kurmasini saglayan c¢esitli
sinyal mekanizmalari, bu hiicrelerin kontrollii bir sekilde biiylimesini ve liremesini saglar.
Ancak kanser gelisiminde bu mekanizmalardaki ¢esitli engeller nedeniyle hiicreler agirt
boliinme yetenegi kazanir, 6liim sinyallerine kars1 duyarsizlasma nedeniyle apoptozdan
kacar ve uzak organlara invazyon ve metastaz yapma yetenegi kazanarak ¢evre doku ve
dokulara yayilabilir. Hiicre dongiisii kontrol mekanizmasinin kontrolii disinda kalan
hiicreler cogalmaya ve anormal hiicre kiimeleri, yani tiimorler olusturmaya devam eder
(Patterson ve ark. 2018). Borun diisiik toksisiteye sahip olmasi, viicutta birikmemesi gibi
farmakolojik 6zellikleri ¢ekici bir kanser tedavisi ajan1 olmasina yol agmaktadir ancak
mekanizmasimnin  heniiz tam olarak anlasilamamasi1  potansiyel kullanimim

engellemektedir (Bradke ve ark. 2008, Mcauley ve ark. 2011).

Son epidemiyolojik in vitro ve hayvan caligmalar1 plazmadaki en bol fizyolojik bor olan
borik asidin (BA) kemoterapik bir ajan olarak olasi bir roliinii ortaya koymaktadir.
Insanda ortalama borik asit alimmin yaklasik olarak 15uM/giin oldugu tahmin
edilmektedir. Insanlarda ve hayvanlarda alinan borun fazlas: viicuttan atildig1 igin borik
asit ancak yuksek dozlarda alindigi zaman toksik etki gosterebilmektedir (Bakirdere ve
ark. 2010). Borik asit onu kanser tedavileri igin umut verici bir farmasétik ajan yapan bir
dizi ayirt edici 6zellige sahiptir. Karbona benzer yapisal 6zelliklere sahip hafif bir organik
Lewis asididir ve bircok karbon iceren substrat icin rekabetci bir inhibitor gorevi
gormesine izin verir. BA’nin bu &zelligi onu proteazlar, proteazomlar, arginaz, nitrik
oksit sentaz ve transpeptidazlar gibi enzimlerin etkili bir inhibitori yapar. Borun, hiicre
sinyal sistemini veya bir¢cok biyokimyasal siirecte rol oynayan olaylarin olusumunu

ve/veya aktivitesini etkiledigine inanilmaktadir (Nielsen ve Meacham 2011).

Borik asit (H3BO3), boraks pentahidrat (Na:B4O7.5H,0) ve disodyum pentaborat
dekahidrat (Na20.5B203.10H,0) bor tirevlerinin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme
kanseri hiicre dizilerinin biiylimesi tizerindeki etkileri incelenmis ve 6zellikle disodyum
pentaborat dekahidrat kullaniminin hiicre biiylimesini engelledigi gozlemlenmistir. MCF-

7 metastatik meme kanseri hicreleri ile karsilastirildiginda, ZR-75-1 meme kanseri
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hiicrelerinde NaBC1 yardimet tagtyicist yoktur. Bor molekiilleri hiicre digina ¢ikar. Ote
yandan, CaFB'nin MDA-MB-231 hiicreleri (metastatik meme kanseri hucre dizisi)
tizerinde engelleyici bir etkisi vardir (Simsek ve ark. 2019). Benzoxaborol bilesikleri
ayrica 1,4-2,8 uM konsantrasyonda SKOV3 (yumurtalik kanseri), MDA-MB-231 (meme
kanseri) ve HCT116 (kolorektal kanser) kanser hiicrelerinde umut verici anti-proliferatif
etkilere sahiptir (Fernandes ve ark. 2019).

Ek olarak borik asit de Ca salinimini etkileyerek bazi timdr hiicrelerinin proliferasyonunu
Onler. Fenilboronik asidin (FBA), ana bilesigi borik asitten daha giiclii ve secici bir kanser
hiicresi gocii ve yasayabilirligi inhibitoriidiir. FBA, sekiz glinde kanser hiicresi canliligini
azaltmada BA’dan daha etkilidir (Tiffany ve ark. 2008). FBA’nin kisa vadede secici bir
anti go¢ yanit1 ortaya ¢ikarma yetenegi, uzun vadede kanser hiicresi canliligini azaltirken
onu yeni bir anti kanser tedavisi i¢cin umut verici bir aday haline getirmektedir. FBA doza
bagimli bir sekilde kanser hiicrelerinini kemotaksisini dnemli Ol¢iide inhibe eder.
Tlimorojenik olmayan hiicrelerin kanser hiicreleri i¢in etkili dozda FBA’ya en az bes kat
daha az duyarli olmasi, bunun umut verici bir kanser tedavisi olabilecegini

diistindiirmekte ve profilaktik olarak kullanilma olasiligin1 artirmaktadir (Tiffany ve ark.
2008).

Bor ve apoptozun tetiklenmesi

Apoptoz, cesitli biyolojik olaylarda yer alan hiicreleri secici olarak yok etmek igin
meydana gelen programlanmis hiicre Oliimiidiir ve 6nemli bir fizyolojik siirectir.
Homeostaz regiilasyonu, DNA hasar yanit1 ve hiicre proliferasyon kontrolii i¢in anahtar
bir yaklasimdir (Wei ve ark. 2016). Yuksek dozlarda BA (12,5-50mM), melanom
hicrelerinde ve MDA231 meme kanseri hiicrelerinde hiicre replikasyonunu yavaslatarak
apoptozu indikler. CaFB, negatif dstrojen reseptori ekspresyonu olan metastatik meme
kanseri MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptozu ve apoptoz ile iligkili proteinlerin asirt
ekspresyonunu indukler. Fokal adezyon kinazindaki (FAK) degisikliklerin, borik asidin
meme ve prostat kanseri hiicre kiiltiirlerinde apoptozu indiikledigi olasi mekanizmalardan

biri oldugu diisiiniilmektedir (Hazman ve ark. 2018).
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Bor ve enzim aktivitesinin diizenlenmesi

Raporlara gore bor, hayvanlarda, bitkilerde, kiiltiir ortamlarinda ve kimyasal reaksiyon
sistemlerinde en az 26 enzimin aktivitesini etkileyebilir. Bor, bagisiklik sistemi, insiilin
salinimi1 ve enerji substrat yollar1 dahil olmak {izere enzim aktivitesinin diizenlenmesinde
rol oynar (Hunt ve ark. 1998). Serin proteazlar (kimotripsin ve allin gibi) hidrolazlarin bir
alt siifidir ve aktif 16kositler tarafindan salinan en 6nemli proteolitik enzimlerdir. Bu
enzimler, salinan reaktif oksijen tiirlerinin beraberinde proteoliz yolu ile bag dokusu
yapisini, membran bilegenlerini ve ¢oziiniir proteinleri de bozar, enflamasyonu artirir ve

karsinojenezi indukler.

Borik asit liggen atomlar igerir ve analoglarin karmasik bir gecis formunda serin proteazin
aktif bolgesine baglanir ve etkili bir inhibitér gorevi goriir. Bu sekilde bor, bag doku
yapilarinin ve membran bilesenlerinin degredasyonunu azaltarak hiicreleri enflamasyona

ve kanser gelisimine kars1 korumaktadir (Hunt ve ark. 1999).

Bor ve proteazom aktivitesinin diizenlenmesi

Proteazom (ubikitin-proteazom sistemi /UPS), hiicre i¢i proteinlerin degredasyonundan
sorumlu biiylik ve ¢ok karmasik bir enzim kompleksidir. UPS nerdeyse tiim hiicresel
prosesler i¢in esansiyeldir ve hiicresel homeostazsin korunmasindan sorumludur.
Ubikitin, proteinleri yikim i¢in isaretler ve proteazom igin bir degredasyon sinyali gorevi
gorar. Bu secici ve etkin degredasyon sistemi hiicre dongusinin dizenlenmesi, DNA
hasar yaniti, hiicre biiyiimesi, hiicre gog¢ii, transkripsiyon, apoptoz, hiicre yapigmasi,
anjiyogenez ve timor biiylimesi, antijen isleme ve enflamatuvar yanitlar gibi pek cok
biyolojik surecte fonksiyon goren proteinlerin regilasyonu igin kritik bir rol oynamakta
ve bu sebeple kanser tedavisi icin onemli bir terapétik hedefi olusturmaktadir (Finley ve
ark. 2009). Proteazom kompleksinin uygun bir bicimde fonksiyon gdstermesi igin
spesifik konsantrasyon araliklarinda bor gerektigi diisliniilmektedir. Borun az veya ¢ok
olmasi1 proteazomu inhibe etmektedir (Daniel ve ark. 2005). Bortezomib kuvvetli ve
secici bir proteazom inhibitoridir ve hayvan ve hicre kaltird timor modellerinde

apoptozu indiiklemektedir. Calismalar, bortezomibin hayvan dokularindaki proteazom
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aktivitesini inhibe etme, tiimorlerin bliylimesini durdurma, metastazi engelleme ve VEGF
ekspresyonunu ve anjiyogenezi Onleme kapasitesini incelemistir. Bununla beraber
bortezomib, MAPK sinyal yolagini, hiicre proliferasyonunu ve IxkBa stabilizasyonu
aracilig ile NFkB yolagini inhibe ederek ilag¢ direncliliginin de iistesinden gelmektedir

(Adams ve ark. 2004).

Bor ve oksidatif stresin diizenlenmesi

Oksidatif stres, reaktif olan oksijen turlerinin (ROS), serbest halde bulunan radikallerin
ve reaktif olan metabolitlerin artisi, anti-oksidanlar olarak isimlendirilen koruyucu
mekanizmalarin ortadan kaldirilmast ve oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasi
olarak tanimlanir. Bu dengesizlik hiicre ve dokularda hasara, tiimoér olusumunu baglatan
ve ilerleten mutasyonlara yol a¢gmaktadir. ROS, membrana bagli protein kinazlari,
blyume faktorlerini ve reseptorlerini etkileyerek sinyal iletiminin bozulmasina, onkogen
aktivasyonuna ve tlimor baskilayici genlerin inaktivasyonuna neden olarak kanser
olusumunu tetiklemektedir (Ahmed ve ark. 2016). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar bor
alimimin artig goéstermesi ile beraber kanser riskinin ve DNA hasarinin azalmasi ve
antioksidan diizeylerinin ¢ogalmasinin iligkili oldugunu rapor etmektedir. Borun asirt
miktarda olan reaktif oksijen tiirlerinin par¢alanmasini etkiledigine dair kanitlar bulunur.
Ornegin borik asit ve boratin aflatoksin B1, kursun, kadmiyum, nikotin ve gesitli
kemoterapotik ajanlara karst mikronukleus and kardes kromatid degisim olusumlarini
inhibe ettigi, DNA ¢ift zincir kiriklarini azaltarak kromozom yapisim1 korudugu
gosterilmistir (Turkez ve ark. 2016). Bununla birlikte borun NADPH diizeylerinin
diizenlenmesinde etkin rolii vardir. NADPH molekiilii, hiicrelerde indirgenmis olan
glutatyon (GSH) miktarini yukselterek oksidatif stresi ve buna bagli olarak da oksidatif
hasarlar1 azaltabilmektedir (Hunt 1998).

Bor ve anti-metastatik etkiler

Bir¢ok kanser tiiriiniin erken veya gec evrelerinde primer tiimor kitlesinden ayrilan
hiicreler komsu dokulara veya farkli yollarla uzak dokulara ulagarak yeni odaklar

olustururlar. Bu siirecte hiicrelerin mikrogevresi ile olan baglantilarinin gesitli
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ekstraseliiler proteazlar ile yikimi 6n plana ¢ikmaktadir ve hiicre adezyon molekiilleri
(CAM /cellular adhesion molecules), kalsiyum bagimli kaderin ailesi ve integrinler
onemli hedefler arasindadir (Valastyan ve ark. 2011). Ek olarak BA ve o6zellikle
fruktoborat, Vitamin D3 (izerinden indirekt olarak etki géstermektedir. Vitamin D3 hiicre
dongiisiinii durdurmakta, apoptozu indiiklemekte ve metastazi inhibe etmektedir. Borun
da hiicre i¢i vitamin D3 konsantrasyonunu artirdig1 gosterilmistir. Anormal hticre gogu,
bircok metastatik tiimoriin 6nemli bir 6zelligidir. Metastaz i¢cin en Onemli hiicresel
hedefler, GTP baglayici proteinlerin Rho ailesinin en iyi karakterize edilmis iiyeleri olan
RhoA, Racl ve CDC42'dir. Bu molekuller birgok malign kanser tiriinde asir1 eksprese
edilir ve fokal adhezyon regiilasyonu, aktin hiicre iskeleti organizasyonu, epitelyal yara
tyilesmesi ve hiicre go¢ii ve inflamasyonda énemli roller oynar. Calismalar, fenilboronik
asidin (PBA), farelerde prostat ve meme kanseri hiicrelerinin in vivo gocu ve tumor
metastazi tizerinde secici inhibitor etkisi olan 6nemli bir borik asit tiirevi oldugunu

bildirmistir (Van Zijl ve ark. 2011).

Bor ve anti-enflamatuar etkiler

Yetiskinlerde tiim kanser tiirlerinin %20’si enfekte ajanlara veya diger gevresel faktorlere
maruz kalmaktan dolayr baslayan kronik enflamasyondan kaynaklanmaktadir ¢ilinkii
timorle iliskili enflamatuvar cevap, timor gelisimini ve ilerleyisini uyarici paradoksal
etkilere sahiptir (McLaughin ve ark. 2020). Kanser dokusunda olusan enflamasyon timor
mikrogevresine; ¢ogalma sinyalleri olusturan biiyiime faktorlerini, hiicre oliimiinii
sinirlandiran yasamsal faktorleri, 6nciil anjiyogenik faktorleri, invazyonu ve metastazi
tetikleyen cesitli ekstraseliiler matriks modifiye edici enzimleri ve epitel mezenkim gegisi
aktivasyonuna sebep olan uyarici sinyalleri saglamaktadir. Ayrica enflamatuvar hiicreler
komsu hiicreler i¢in bir hayli mutajenik olan c¢esitli kimyasallar1 ve reaktif oksijen

tarlerini salarak genetik diizensizliklere neden olmaktadir (Tower ve ark. 2019).

Yapilan c¢alismalar borun enflamatuvar yanitin regiilasyonunda o6nemli bir roll
olabilecegini soylemektedir (Soriano-Ursua ve ark. 2014). Borun enflamatuvar yanitta da
rol oynayan kan hiicrelerinin populasyonunu veya akut ya da kronik enflamasyon sonucu

olusan ROS tiirlerinin metabolizmasint etkileyerek immiin yanit1 etkiledigi
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diistiniilmektedir (Nielsen ve ark. 2017). Asir1 reaktif oksijen tiirleri glutatyon, stiperoksit
dismutaz ve katalaz reaksiyonunda bozunacaktir. Borun reaktif oksijen tdrlerinin
bozunmasini etkileyebilecegine dair kanitlar vardir. Bor eksikligi olan (0.25 mg/giin)
erkek ve kadinlara bor (3 mg/giin) takviyesi yapmak, kirmizi kan hiicresi siiperoksit
dismutaz konsantrasyonunu énemli 6lciide artirir (Nielsen ve Meacham 2011). Bununla
birlikte, kalsiyum frukto boratin, oksidatif strese maruz kalan kiiltiirlenmis hiicrelerde
hiicre ici siiperoksit iyonlarinin miktarini azalttigi bulunmustur. Kalsiyum fruktoz borat
LPS ile uyaritlan RAW264.7 makrofajlarinda, interlokin 1b, interlokin 6 ve nitrik oksit
salgist azaltmaktadir. Dolayistyla kalsiyum fruktoboratin hem anti-enflamatuvar hem de
anti-oksidan ajan olarak rol oynadigi diisliniilmektedir (Scorei ve Rotaru 2011). Son
caligmalar borik asidin enflamasyona karsi, konak¢1 savunmasi i¢in gerekli olan kimyasal
enflamasyon aracilarinin salgilanmasini indiikledigini ve dolasimdaki dogal oldiiriicii
hiicrelerin konsantrasyonunu tetikledigini bildirmistir. Ornegin lipopolisakkarit (LPS) ile
uyarilan farelerde borik asit uygulamasi CD4+T ve CD19+B hiicre ¢ogalmasini

arttirmaktadir (Khaliq ve ark. 2018).

Ek olarak insan monosit I6semi THP-1 hiicrelerinde BA bir tiol bagimli mekanizma ile
LPS ile indlklenen TNF-o iiretimini inhibe etmektedir. Durick ve arkadaslari (2005)
tarafinca meydana getirilen bir calismada borun NF«B transkripsiyon faktorii araciligr ile
pro-enflamatuvar sitokinlerin aktivasyonunu ve dolayis1 ile enflamasyon prosesini
engelleyebilecegine dair kanitlar bulunmustur. Yiiksek konsantrasyonlarda borik asit ve
boronik asit IkBo degredasyonunu onleyip NFkB sinyalini bozarak karsinojenik
ilerlemeyi yavaglatmaktadir (Durick ve ark. 2005). Yapilan ¢alismada borun; IF-y, IL-1p,
TNF-o ve NFkB'nin yliksek ekspresyonlarinin sebep oldugu enflamasyonu inhibe edip
ekspresyon seviyelerini tersine ¢evirdigi gézlemlenmistir. Siganlara bor verildiginde; IF-
gamma, TNF-a, IL-1 B ve NFKB’nin ekspresyon seviyeleri belirgin sekilde azalmis ve
bu sonuglar borun; enflamatuar yaniti baskilayarak doku hasarinin iyilesebilecegini

gostermistir (Ucaroz ve ark. 2018).
Bir benzoksaborol analogu olan AN3485 (6-[4-(aminomethyl)-2-

chlorophenoxyl]benzo[c][1,2]oxaborol-1(3H)-ol), insan  periferal nuklear kan
hlcrelerinde (PMBCSs) Toll-benzeri reseptorler aracilikli TNF-a, IL-1p, and IL-6 salinim1
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inhibe etmektedir. Farelerde meydana getirilen oral uygulamasinda ise doz bagimli olarak
LPS-indukli TNF-a ve IL-6 Uretimini baskilamaktadir (Dong ve ark. 2013). Kalsiyum
fruktoborat LPS ile uyarilan RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde IL-1p, IL-6 ve nitrik oksit
salinimi1 azalmaktadir. Siganlarda sisplatin toksisitesinin incelenmis oldugu bir ¢calismada
ise borik asidin ve boraksin degisik dozlarda sisplatin tarafinca yaratilan enflamasyonu
ve oksidatif stresi azalttigi bulgulanmistir (Durick ve ark. 2005). Bor takviyesi bilhassa
hiicresel immiin yanit1 artirmasinin bununla beraber fareleri CCI(4) indiiklii karaciger
hasarina kars1 korumaktadir (Hu ve ark. 2014). Son olarak pulmoner enflamasyon icin
potansiyel bir tedavi amaci ile kemokin reseptorleri CXCR1 ve CXCR2 antagonistleri
olarak boronik asit iceren yeni bilesikler de gelistirilmistir. Dolayistyla bor enflamasyon
sirecinde, artan enzimatik aktiviteleri azaltacak bir represyon sinyali olarak fonksiyon
gostermekte ve basta kanser dahil olmak suretiyle enflamatuvar hastaliklara yakalanma

riskini azaltmaktadir (Scorei ve ark 2011).

2.3.4. Bor ve kanser tedavisi

Borun saglik iizerindeki olumlu etkilerini gosteren az sayida yayin olmasina ragmen, son
zamanlardaki epidemiyolojik, hayvan ve laboratuvar ¢alismalari, 6zellikle bazi malign
kanser tiirleri i¢in bor ve bilesiklerinin koruyucu ve tedavi edici etkileri konusunda umut
verici sonuglar elde etmistir. Bor bilesikleri son senelerde osteoporoz, metabolik,
norodejeneratif ve kanser gibi enflamasyon siirecini i¢eren hastaliklarin tedavisi igin
degerlendirilmektedir. Bu baglamda borik asit ve boraks, siyanoboranlar,
karboksiboranlar ve fruktoboratlar bugiine dek en cok test edilen bilesiklerdir (Romero-
Aguilar ve ark. 2019). Ote yandan, bor bazli bortezomib (PS-341/Velcade), FDA
tarafindan 2003 yilinda onaylanmistir ve klinik olarak multipl miyelom ve mantle hiicreli

lenfoma tedavisinde etkilidir (Nikkah ve ark. 2017).

Yapilan ¢alismalar borun sagliklt hiicreler iizerinde herhangi bir mutajenik ve
karsinojenik etkiye sahip olmadigini, aksine genetik hasara kars1 koruyucu olabilecegini
ileri stirmektedir. Kanser hiicreleri lizerinde yapilan deneysel sitotoksisite ¢aligsmalarinda,
bor uygulanan hiicrelerde doza ve zamana bagl olarak antiproliferatif bir etki gozlendigi

tespit edilmistir. Bor yoniinden zengin bdlgede yasayan insanlarda diger bolgelerdeki
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insanlara kiyasla bazi kanser turlerinin insidansinda azalma oldugu belirlenmistir
(Kahraman ve ark. 2012). Tiim bu ¢alismalar 1s1¢inda bor ve bilesiklerinin saglikli
hiicreler iizerinde sitotoksik bir etkiye sahip olmadigi ve ilag bileseni olarak giivenli bir
sekilde kullanilabilecegi belirlenirken (Goszczynski ve ark. 2018), kanser hiicrelerinin
cogalmasi iizerinde anti proliferatif bir etki olusturdugu acikga goriilmekte ve

aragtirmacilar tarafindan kanser tedavisi i¢in yeni bir umut olabilecegi diistiniilmektedir.

NATURAL SYNTHETIC
BORON COMPOUNDS BORON COMPOUNDS
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"¥me B sl AN
" o Fia >s—tn|| I;odip:r
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g EN L
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Calcium Fructoborate & N‘d‘“" . ﬁ/]-[l\\-\\ﬁ.r M
2> Anti-proliferative}) s _on NN
) u\ﬂﬂ QB Som /L\
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a‘t&ﬁ‘k G < Carborane

Sekil 2.12. Cesitli anti-kanser etkiye sahip dogal ve sentetik bor bilesiklerinin genel
kimyasal yapilar1 (Erbaykent Tepedelen ve Korkmaz 2020)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Kullanilan Materyaller

Bu caligmada kullanilan materyaller asagidaki basliklarda listeler halinde siralanmistir.

3.1.1 Kimyasal Maddeler

e Borik asit, BA, H3BO3 (Ulusal Bor Arastirma Enstitiisii)

e Etidot-67 (Disodyum oktaborat tetrahidrat), ETD 67, Na2BgO13.4H>O (Ulusal
Bor Arastirma Enstitiisii)

e TEMED (SIGMA)

e EGTA (SIGMA)

e EDTA (SIGMA)

e Amonyum Persilfat (APS)

e Izopropanol (Merck)

e Akrilamid (SIGMA)

e Beta-merkaptoetanol (SIGMA)

e N,N-metilenbisakrilamid (SIGMA)

e Yagsiz Siit Tozu (PINAR)

e Metanol (Merck)

e Brom Fenol Mavisi (Merck)

e Glisin (Biochemika/FLUKA)

e Trizmabaz (SIGMA)

e PMSF 100X (100 mM) (FLUKA)

e Proteaz ve Fosfataz inhibitor kokteyli (Roche, Almanya)

e Triton X-100 (SIGMA)

e NaVO3 100X (200 mM) (FLUKA)

e NaF 100X (100 mM) (Merck)

e Etanol (Merck)

e Bovine Serum Albumin-BSA (USB-10857, Almanya)
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Sodyum Deoksikolat (SIGMA)

SDS (SIGMA)

NaCl (SIGMA)

HCL (SIGMA)

Na2HPO4 - 2H>0 (Merck)

KCL (Merck)

Fosfat tamponu (Phosphate Buffered Saline (PBS))
Penisilin/Streptomisin (Biochrom AG)

L-glutamin (Biochrom) Fotal Dana Serum (PAA)

Dimetil Sulfoksit (SIGMA)

Clarity Western ECL Substrate kiti (Biorad, 1705061)
Tripsin-EDTA (GIBCO)

RPMI-1640 (GIBCO)

Coomassie Brilliant Blue (BIORAD)

Thiazolyl blue tetrazolium bromide / MTT (SIGMA-ALDRICH)
Tripan mavisi solisyonu (SIGMA)

Protein 6l¢tim kiti (BIORAD DC protein assay)

GAPDH antikoru (Cell signaling 9284)

NF«B p65 antikoru (Cell signaling 8242)

Phospho- NF«B p65 420 antikoru (Cell signaling 3033)

IkBa antikoru (Cell signaling 4814)

Phospho- IkBa(5%?) antikoru (Cell signaling 2859)

IKKa antikoru (Cell signaling 11930)

IKKp antikoru (Cell signaling 8943)

PARP antikoru (Cell signaling 9532)
4,6-diamidino-2-phenylindole / DAPI (SIGMA)

Anti-rabbit 1gG ve Anti-mouse IgG (Invitrogen Molecular Probes Alexa Fluor
488) (Invitrogen)

Anti-rabbit 1gG ve Anti-mouse IgG (Invitrogen Molecular Probes Alexa Fluor
594) (Invitrogen)
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e Anti-rabbit ve Anti-mouse IgG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham
NA934/ Amersham NA931)

e Aurum™ Total RNA Izolasyon Mini Kiti (Bio-Rad)

e BioRad’s iScript™ Revers Transcription Supermix

e Spektrofotometre (Amersham Biosciences- Ultraspec 100 Pro., ABD)

e LC-480 RT-PCR (Roche, Almanya)

e SYGR Green (Biorad)

e Primerler

3.1.2 Hiicre hatt1

Insan meme kanseri hiicre hattit MCF-7 hiicreleri Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Biyokimya Anabilim Dali  6gretim {iyesi Prof. Dr. Petek BALLAR
KIRMIZIBAYRAK ’tan temin edilmistir.

3.1.3 Kullanilan malzemeler

e 0,5-10, 10-100, 20-200, 100-1000 pL otomatik pipetler (SCILOGEX)
e 0,5-10, 10-100, 20-200 ve 100-1000 pL mikropipet ucu (VERTEX)

e Steril cam pipetler (ISOLAB)

e  Whatman kagidi (Cytiva)

e 1,5-2 mL eppendorf tupleri (SSIbio)

o 22x22 mm No:1 lamel (Marienfeld)

e Yiiriitme aparati (BIO-RAD 1658006FC)

e Transfer aparati (BIO-RAD 1703989)

e Steril santrifj tupu 15 mL (SSlbio)

e Steril santriftj tupu 50 mL (SSlbio)

e Polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer membrani (Hybond NE1706)
e Hicre kultara plate, 6 ve 96 kuyucuklu (Sarstedt, Almanya)

e 100x20 mm'lik kiiltiir kab1 (Greiner Bio-One Cellstar, Almanya)

e 60x15 mm'lik kiiltiir kab1 (Greiner Bio-One Cellstar, Almanya)

e 35x10 mm'lik kiiltiir kab1 (Greiner Bio-One Cellstar, Almanya)
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25 cm?lik ve 75 cm?'lik doku kiiltiirii flaski (Sarstedt, Almanya)
Hiicre kaziyict (TPP 9903 Cell Scraper)

Filtreli steril pipet ucu, 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL ve 50 mL (Costar)
Steril pastor pipeti (FL Medica)

Steril Kryo tiip, 1 mL (Clearline, Biosigma)

3.1.4 Kullanilan cihazlar

+4 ve -20 derece buzdolabi (Arcelik)

-86 derece derin dondurucu (New Brunswick)

Blok 1sitic1 (Wealtec HB-2)

Class Il biyoguvenlik kabini (Esco)

CO2'li inkiibator (Esco)

Calkalayici (Biosan Shaker-Rocker MR-12)

ETUV (Nive)

Floresan ekli inverted 151k mikroskobu (Leica DMIL)
Hassas terazi (Sartorius)

Hemositometre (Neubauer)

Manyetik karistirict (M TOPS)

Microplate reader (Biotek FLx800)

Nitrojen tanki ve aktarma {initesi (Chart, MVE, Cleveland)
pH metre (Hanna- H1221)

Santrifuj (Eppendorf, centrifiige, 5415 D)

Sogutmali santrifiij (SIGMA, B6916)

Sonikator (Bandelin Sonopuls UW 2070)

Su banyosu (Nive Bath)

Ultrasaf su cihazi (Elga Purelab Q)

Vakum pompasi (Vacuum Pump)

Vortex (Dragonlab MX-S)
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3.2.YOntemler

3.2.1. Sterilizasyon

Ticari firmalar tarafindan saglanan her tiirlii plastik bazli malzemeler steril bir sekilde
alinmistir. Cam bazli malzemeler ve bazi sivi malzemeler (PBS ve dH20 gibi) 121 °C’de
45 dakika sterilizasyonu yapildi. Otoklavlanamayan bir takim sivi maddeler ise 0,22 pm
por capindaki mikrobiyolojik filtrelerden siiziilme yapilarak steril hale getirildi. Steril
hiicre kiiltiirii kabininin sterilizasyonu UV 1s1k kullanarak yapildi. Hiicre kiiltiirii kabinine
konulacak malzemeler ise %70’lik alkolle silinerek kabin igerisine yerlestirildi. Aylik
periyotlarla, hiicre kilturu laboratuvarindaki yiizeyler %70 alkolle silinerek steril ortam

olusturuldu.

3.2.2. Kullanilan soliisyon ve tamponlarin hazirlanmasi

=  Borik Asit ve Etidot-67’nin Hazirlanmasi

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmigtir.

Cizelge 3.1. Borik Asit (BA) ve Etidot-67 (ETD 67) Molekiiler agirliklar

Bor Maddesi | Molekiiler Agirhik
BA 61,832
ETD 67 412,52

e 100 mM 1 mL BAi¢in 0,0062 g, 100 mM 1 mL ETD 67 igin 0,041 g,
e 6,2mg BA ve 41 mg ETD 67 tartilarak 1 mL dH.O'da ¢6zuduruldi (Maksimum bir
ay olacak sekilde oda sicakliginda tutuldu).

=  Fosfat Tamponu (Phospate Buffered Saline / PBS)

Kullanilan kimyasallar agsagida siralanmistir.
e 0,2gKClI
e 1LdH20
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e 1,41gNaHPO4.H,0
e 8,0gNaCl

Bunlar tartilarak 900 mL damitilmis su ile ¢oziidiiriildiikten sonra 1M HCI ile pH 7,4
yakalanmaya ¢alisildi ve sonrasina 1 L’ye tamamlandi. 45 dakika 121 °C'de steril edildi

ve oda sicakliginda tutuldu.

= 05MEDTA

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmigtir.
e 16,81 gEDTA
e 100 mL dH20

EDTA 90 mL dH20 igerisinde ¢cozdirildikten sonra pH 7’ye ayarlandi. Daha sonra 100

mL'ye tamamlanip oda kosullarinda muhafaza edildi.

= 05MEGTA

Kullanilan kimyasallar agsagida siralanmistir.
e 19,029gEGTA
e 100 mL dH20

EGTA 90 mL dH20 igerisinde ¢ozdiiriilmesine miiteakip pH 7 olarak ayarlandi.

Sonrasinda 100 mL'ye tamamlanip oda kosullarinda muhafaza edildi.

= 10 M NaOH

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmigtir.

o 409 NaOH
o 100 mL dH20
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NaOH, 100 mL dH2O igerisinde ¢ozdiiriildii ve daha sonra oda kosullarinda muhafaza
edildi.

= 5MNaCl

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmigtir.

e 292,2 g NaCl

e 1LdH20

NaCl, 1 L dH20 igerisinde ¢oziidiiriildii ve daha sonra oda sicakliginda saklandi.

= 1 MKCI

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmigtir.

e 74,55gKCl

e 1LdH20

KCI, 1 L su icerisinde ¢ozduruldi ve daha sonra oda sicakliginda saklandi.

= 30 x NaF

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmigtir.
e 378 mg NaF (0,9 M NaF)
e 10mL dH20

NaF, 10 mL dHO icerisinde ¢ozdiruldi ve daha sonra -20°C'de muhafaza edildi.

= Jel Boyama Sollisyonu

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmigtir. Bunlar, oda sicakliginda saklanmigtir.
e 0,25 g Coomassie Brilliant Blue

e 10 mL Asetik Asit

e 45mL dH20
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45 mL MeOH

Ponceau-S Membran Boyama Soliisyonu (Membrane Staining)

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmistir. Bunlar, oda sicakliginda saklanmistir.

0,05 g Ponceau-S (%0,1)
2,5 mL Glacial asetik asit (%5)
47,5 mL dH20

Bova Akitma Soliisyonu (Destaining)

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmigtir. Bunlar, oda sicakliginda saklanmigtir.

400 mL dH>20
50 mL Glacial asetik asit (%10)
50 mL MeOh (%10)

DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole)

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmistir. Bunlar, -20 °C'de saklanmustir.

%30 Glycerol

%70 PBS

1 pg/mL p-phenylenediamin (antifade)
1 pg/mL DAPI

10X SDS-PAGE Jel Transfer Tamponu

Kullanilan kimyasallar agsagida siralanmistir.

30 g Trizma base
144 g Glisin

Bunlar, 1 L dH20 igerisinde ¢oziildii ve oda sicakliginda saklandi.
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= 1X SDS-PAGE Jel Transfer Tamponu

Kullanilan kimyasallar agsagida siralanmistir. Bunlar, oda sicakliginda saklanmustir.
100 mL 10X Transfer Buffer

e 200 mL %100 MeOH

700 mL dH20

10X TBS (10 mM Tris.HCI, 150 mM NaCl)

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmigtir.
e 12,19 Trizma base

e 80g NaCl

e 1LdH20

Bunlar, 900 mL dHO icerisinde ¢ozdiruldikten sonra 1M HCI ile pH 8'e ayarlanarak 1

L'ye tamamland1 ve oda sicakliginda saklanmistir.

= TBS-T (10 mM Tris.HCI, 150 mM NaCl, Tween 20)

e 1X TBS icerisine %0,1 Tween-20 ilave edildi.

= %30 Akrilamid karisimi

Kullanilan kimyasallar agsagida siralanmistir.
o %29 (w/v) akrilamid (500 mL i¢gin 145 g)
e %1 (w/v) N,N-metilen-bisakrilamid (500 mL icin 5 g)

Karisim hazirlandi ve 0,22 um por c¢apindaki filtreden gecirildi. Daha sonra 20 dakika
boyunca filtreden hava gegirildi. 4 °C'de karanlikta saklandi.
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= 10X SDS-PAGE Jel Yuriutme Tamponu

Kullanilan kimyasallar agsagida siralanmistir.
e 109gSDS
e 144 g Glisin

e 309 Trizma Base

Hacim dH20 ile 1 L’ye tamamlandi.

= 4X On ayirma jeli tamponu

Kullanilan kimyasallar agsagida siralanmistir.
e 0.5M Tris-Cl (pH: 6,8)
e %0,4 SDS

= 4X Avyirma jeli tamponu

Kullanilan kimyasallar agagida siralanmigtr.
e 1,5M Tris-Cl (pH: 8,8)
e 90,4 SDS

= AX SDS-PAGE Jel Laemli Buffer/ Yurutme Tamponu

Kullanilan kimyasallar agsagida siralanmistir.
e %20 Gliserol

e %4 SDS

e 200 pl Brom fenol mavisi (10 mL igin)
e 4mMEDTA

e 40 mM Tris-HCI (pH: 6,8)

Kullanimdan 6ncesinde ise %10 B-merkaptoetanol eklendi.
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= RIPA Buffer

Kullanilan kimyasallar agsagida siralanmistir.

e %0,1SDS

e 9%0,1 Sodyum Deoksikolat
e %1 Triton X-100

e 1mMEDTA

e 1mMEGTA

e 10 mM Tris-Cl, pH: 8

e 140 mM NaCl

Kullanimindan 6nce ise yeterli miktarlarda proteaz inhibitorleri (NazVVO4, NaF, PMSF)

eklendi.
Cizelge 3.2. On Ayirma Jeli bilesenleri
10 ml 5mi 2.5 ml
1) 4X 6n ayirma jeli tamponu 2,5mL 1,25mL | 0,625 mL
On Ayirma 2)%31 akrilamid karisimi 1,7mL | 0,85mL | 0,42 mL
(Stacking) Jeli [3) gH,0 57mL | 2,85mL | 1,425mL
4) %10 APS 0,15mL | 0,075 mL | 0,038 mL
5) TEMED 0,010 mL | 0,005 mL | 0,005 mL
Cizelge 3.3. Ayirma Jeli Bilesenleri
Separating Jeli (Ayirma) (10 ml) 6% 8% 10% 12% 15%
1) 4x ayirma jeli tamponu 25mL | 25mL | 25mL | 25mL | 25mL
2) %30 akrilamd karisimi 20mL | 27mL | 33mL | 40mL | 50mL
3) dH0 54 mL 4,7 mL 4,1 mL 3,4 mL 2,4 mL
4) %10 APS 0,15mL | 0,15mL | 0,15mL | 0,15 mL | 0,15 mL
5) TEMED 0,008 mL | 0,006 mL | 0,005 mL | 0,005 mL | 0,005 mL
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3.3.3. Hucre kulturu

Tez g¢alismasi kapsaminda MCF-7 hiicre hatti kullanildi. Hiicrelerin biiyiitiilmesi ve

cogaltilmasi icin DMEM-F12 besiyerine ilaveten;

o

o

0]

%1 Penisilin/ Streptomisin (P/S)
Inaktif hale getirilmis %5 Fotal Sigir Serumu

%1 L-glutamin (L-glu) de eklenerek ortam kullanima hazir hale getirildi.

Hiicrelerin Uretilmesi

Hiicre iiretim agsamalar1 asagida listelenmistir.

0]

o

Steril cam pastor pipetleri kullanilarak vakum pompasiyla ortam ayristirildi.
Kiiltiir yiizeyi tripsin muamelesinin etkisini arttirmak igin Ca®* ve Mg**
bulundurmayan steril PBS kullanarak bir kez yikandu.

PBS uzaklastirilmasini takiben 1 mL Tripsin-EDTA sollsyonu eklendi ve 37 °C
sicaklikta %5 CO2'li inklibatdrde 1-2 dakika hiicreler yiizeyden ayrisana duruldu.
Hiicre yogunluguna gore taze ortam hiicreler {izerine eklendi ve hiicreler pipet
yardimiyla homojenizasyon saglandi.

Homojenizesi saglanan hiicreler, dikkatli bir sekilde yeni kiiltiir kabina eklendi ve

biiytimeleri i¢in 37 °C sicaklikta %5 CO2'li inkiibatore yerlestirildi.

Hiicrelerin Dondurulma ve Cézdiiriilme islemi

Hiicre dondurulma ve ¢6zdiiriilme asamalar1 agsagida listelenmistir.

0 In vitro kiiltiirler, degerli hiicre dizilerini korumak, pasaj sayisi ilerlemesi

nedeniyle fenotipik ve genotipik degisiklikleri engellemek ve ayni zamanda bu
calismalar esnasinda gilivenli bir sekilde geriye donebilmek i¢in hiicre hatlarinin
kisa veya uzun siireli saklanmas1 6nem arz etmektedir. Hiicreleri bu baglamda
korumak i¢in en uygun ve yaygin yéntem -86 °C veya -130 °C 'de dondurmaktir.
Donmus hiicreler, o6zelliklerini degistirmeden daha uzun sure saklanabilir.
Dimetilstlfoksit (DMSO) veya gliserol gibi kriyoprotektan ajanlar, dondurma

islemi sirasinda hiicrenin organellerini korumak icin kullanilir. Aragtirma veya
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tiretim i¢cin donmus hiicrelerden yeni kiiltiirler hazirlanabilir, ancak ¢dzdiirme
islemi miimkiin oldugunca ¢abuk yapilmalidir.

O Hiicrelerin pasajlanmasinin akibine ve hiicrelere kiiltiir kabina yerlestirilmeden
once, %30 FBS igeren taze hiicre ortaminda %5 DMSO eklenmis ve 1 mL
hacimde kriyotiiplere aktarilarak -86 °C sicakliga sahip derin dondurucuya
yerlestirilmistir.

0 Buzu cozilecek hiicreler -86 °C dondurucudan ¢ikarildigi andan itibaren 37 °C 'lik
su banyosunda ¢oOziilene kadar bekletilmistir. Sonrasinda ise hiicre kiltiirii
kaplarinda 37 °C'ye 1sitilmigs 8 mL ortam iizerine dikkatli bir sekilde
pipetlendikten sonra ilave edildi.

Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi agamalar1 asagida listelenmistir.

O Hiicre siispansiyonunun yogunlugunun belirlenmesi amaciyla hiicre sayimi
gergeklestirilmistir. Hiicrelere pasajlanma yapilrieken dogru miktarlarda ekim
yapilabilmesi i¢in hemositemetri yardimiyla sayim yapildi.

0 Sayimmi yapmak amactyla hiicre siispansiyonundan 10 pL alinir ve tripan mavisi
ile 100 pL’ye tamamlanir Karisimin homojen hale gelmesi igin pipetleme yapildi.
Hemositometre {istiine bir lamel koyulup sayilacak hiicre stispansiyonu bu ikisi
arasina 45 derecelik agiyla yayildi.

0 Hemositometre iistiinde bulunan 9 biiyiik kare iginde hiicre sayist belirlendi.

Mililitre bagina diisen hiicre sayisin1 bulmak amaciyla asagida yer alan formiil

kullanildi.

Hiicre miktar1 X Diliisyon oran (10) x 10*
9

Hiicre sayisi/mL =

3.3.4. MTT analizleri (sitotoksisite)

Sitotoksisite analizinde kolorimetrik bir yontem olan MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difenil-tetrazolyum bromiir) olusumlar1 degerlendirilmistir. Hiicre tiiremesi; PBS

tamponunda steril bir sekilde hazirlanan 5 mg/mL bulunan MTT stok soliisyonu,
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kullanmadan hemen 6nce {iretme ortamiyla 1:10 oraninda seyreltilmis ve 0,5 mg/mL'de
hazirlanmistir. Ulusal Boron Arastirma Enstitiisi'nden elde edilen BA ve ETD 67
maddelerinin anti-proliferatif etkileri MCF-7 hiicre hattinda test edildi. Doz araliklar1 100
uM, 250 uM, 500 uM, 750 uM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM ve 7,5 mM olarak kullanildi.

Madde uygulamasi, 24, 48 ve 72 saat boyunca, 96 kuyucuklu kultir tabakalarina kuyucuk
basina 6x102 hiicre ekilerek gerceklestirildi. Siire dolduktan sonra maddeli ortam vakum
pompasi ile uzaklastirildi ve 5 mg/mL MTT stok sdliisyonu, son konsantrasyonu 0,5
mg/mL olacak sekilde ortam ile seyreltildi ve kuyu bagina 200 pL eklendi. 96 kuyucuklu
kiiltiir kabindaki MTT aliiminyum folyo ile sarilarak isiktan etkilenmemesi i¢in %5
CO2'li inkibatorde 37 °C sicaklikta 4 saat kadar bekletildi. Siirenin dolmasinmin ardindan,
MTT igeren ortam uzaklastirilip olusan mavi formazan kristaleri 200 pL hacimde %100
DMSO igerisinde ¢ozdiruldi. Meydana gelen mavi formazanin miktari, bir mikroplaka
okuyucu kullanilarak 570-690 nm referans araliklarinda 6l¢iildii. Hiicre canliligi, madde
uygulanmis hiicrelerin absorbansi/kontrol hiicrelerin absorbans degeri seklinde
hesaplandi. Sonuglar, Microsoft Excel (XP) yazilimiyla grafiksel formatta
degerlendirilerek, her bir maddenin ICso degeri (hiicre proliferasyonunu %50 oraninda

inhibe eden konsantrasyon degeri) bulundu.

3.3.5. immiinoblotlama analizleri (Western-blot)

Protein izolasyonu

O Deney setleri i¢in kullanilan inklbasyon sdrelerinin  bitiminde hiicreler
inkiibatorden ¢ikarilarak bir kez soguk PBS ile yikandi.

O Hicreler iizerine RIPA Modifiye lizis tamponu eklenip hiicreler kaziyici
yardimiyla kazinmis ve eppendorflara eklenmistir. (Buz iizerinde yapilan tiim
prosedurler gergeklestirilmistir).

o0 Kaullanmadan éncesinde RIPA liziz tamponunun icine gerekli miktarda proteaz
inhibitorleri eklenmistir.

0 Orneklerimiz her 15 dakikada karistirilarak 45 dakika buz {izerinde inkiibasyon
yapilmuigtir.
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O Hiicre liziz isleminin tam olarak gergeklesmesi i¢in ayrica sonikasyon
gerceklestirilmistir.

0 Numuneler 12.000 rcf'de +4 °C sicaklikta 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant
kismi1 toplam hiicre proteini olarak yeni eppendorf tiiplerine aktarilarak elde edilen

lizat -86 °C'ye kaldirildi.

Protein miktarinin belirlenmesi

Elde edilen lizatlardaki protein miktar1 BCA protein miktar1 6lglim kiti kullanilarak

asagidaki protokole gore belirlendi.

0 Eppendorf tiiplere dagitilan 149'ar ul RIPA tamponu iizerine 1'er ul protein lizati

ornegi eklendi.

0 BCA calisma reaktifi; her 6rnek basina 75 ul QA, 75 pl QB ve 3 pl QC olacak
sekilde biitiin 6rnekler i¢in toplam bir karisim hazirlanarak vortekslendi ve her 6rnek
basina 150 pl olacak sekilde eppendorf tiiplere dagitildi. Kor olarak protein lizati
bulunmayan RIPA tamponu kullanildi.

0 Tipler vortekslenip kisa santrifiijden sonra 60 °C’de 1sitic1 blokta 1 saat inkiibe
edildi.

0 Inkiibasyon bitiminde kisa bir santrifiijden sonra &rneklerin oda sicakligina
gelmesi beklenerek spektrofotometrede 562 nm’de absorbans él¢iimleri yapildi.

0 Elde edilen absorbans degerleri referans deger ile normalize edilerek protein

miktarlar1 pg /pl olarak belirlendi.

Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi

0 Camlar sirasiyla su-etanol-izopropanol ile silindive birlestirilen iki cam arasina
%6-15’1ik ayirma jeli (5-10 ml) dokildd. Jelin diizgiin bir sekilde donabilmesi
icin Uzerine izopropanol dékuldu.

0 Donan ayirma jelinin tizerindeki izopropanol uzaklastirildiktan sonra depolama

jeli (5 ml) dokdiliip tarak yerlestirildi.

58



0 Kaullanimdan 6nce gerekli hacimde 4xyiikleme tamponu igerisine %10 oraninda
beta-merkaptoetanol eklendi ve kisa bir santrifiij yapildi.

0 Protein lizatlarindan 50-100 pg miktara karsilik gelen hacim {izerine su ve
4xylkleme tamponu (7,5 ul) eklenerek toplam hacim 30 ul’ye tamamlandi.

0 Hazirlanan protein 6rnekleri 95° C’ de 5 dakika denattre edildi.

0 Denatiirasyonun hemen ardindan 6rnekler buz {izerine alind1 ve jele yiiklemeden
once kisa bir santrifiij yapildi.

o0 Kuyucuklara yiiklenen 6rnekler uygun voltajda (80 V) ve jelin en sonuna gelene
dek (3-4 saat) yurutaldu.

Membrana transfer

0 Western-blot sandvi¢ aparatinin i¢ine sirastyla bir siinger, 2 adet Whatman kagdi,
proteinlerin yiiriidiigii jel, PVDF membran, 2 adet Whatman kagidi1 ve bir siinger
yerlestirilerek aparat hazir hale getirildi.

0 PVDF membran aparat i¢ine yerlestirilmeden énce metanol i¢inde 1slatildi.

0 Olusturulan sandvig aparati, jeldeki proteinlerin membrana transfer edilebilmesi
amaciyla transfer tankina yerlestirildi.

0 Transfer aparatinin igerisine 1X transfer tamponu dokiildii ve aparatin kenarlarina

sogutucu bloklar yerlestirildi. Gece boyu +4°C’de 90 mA’de transfere birakildi.

Primer antikor ile isaretleme

0 Transfer tankindan ¢ikarilan membran 2 sefer TBS-T ile ¢alkalandiktan sonra
TBS-T'de hazirlanan % 5 siit tozu ile oda sicakliginda 1 saat bloklama yapildi.

o Bloklamadan sonra membran TBS-T ile 2 sefer ¢alkalandi ve daha 6nce kullanim
orant optimize edilmis primer antikor sollisyonunda, oda sicakliginda ve
karistiric1 lizerinde 1 saat boyunca yavasca karistirilarak inkiibe edildi. Primer
antikorsolusyonu olarak % 0,5 sut tozu iceren TBS-T veya %5 BSA iceren TBS-
T kullanildz.

0 Membran 2 sefer calkalama, 1 sefer 15 dk ve 3 sefer de 5 dk olacak sekilde TBS-
T ile yikandu.
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Sekonder antikor ile isaretleme

0 Membran daha 6nce kullanim oran1 1/5 000 veya 1/10 000 olarak optimize edilmis
HRP bagh tavsan (rabbit) veya fare (mouse) sekonder antikorlari ile oda
sicakliginda 1 saat yavasga karistirilarak inkiibe edildi. Sekonder
antikorsolusyonu olarak % 0,5 sut tozu iceren TBS-T veya %5 BSA iceren TBS-
T kullanildu.

0 Membran 2 sefer calkalama, 1 sefer 15 dk ve 3 sefer de 5 dk olacak sekilde TBS-
T ile yikandi.

Bantlarin goriintiilenmesi

0 HRP enzimi ile isaretli ikincil antikor uygulanmis membranlarin kemiliiminesans
goruntilemesi igin Clarity Western ECL Substrat (Bio-Rad) kiti kullanildu.
Substrat olarak kullanilan liiminol, HRP ve H20: varliginda okside olarak
uyarilmig {irtin 3-aminoftalatt olusturur. Bu iiriin, 425 nm’de 1s1ma verir. Bu
1s1ma, yalnizca enzim-substrat reaksiyonu sirasinda olusur. Yani gegici ve kisith
stire zarfinda gozlenebilir. Substratin asir1 yogun sinyal ¢ikist pikogram
diizeyindeki antijenin tespitini miimkiin kilar. Sinyalin hassasiyeti, yogunlugu ve
siiresi fotograflanarak kolaylikla belirlenmektedir.

0 Clarity Western ECL Substrate ¢alisma soliisyonlart membran basina 3 ml olacak
sekilde 1:1 oraninda karistirilarak goriintiilemeden hemen Once taze hazirlanir.
Goriintiileme islemi i¢in membran hazirlanan substrat soliisyonuyla direkt 1g1ktan
kaginilacak sekilde 1 dakika siire ile inkiibe edilir.

o0 Kemiliminesans goruntileme icin Vilber Lourmat FX-7 cihazi (Thermo)
kullanildi.

0 Cihaz ve cihazin bagli bulundugu bilgisayar ¢alistirilarak FX-7 yazilim1 agild1.

0 Kamera sisteminin sogutma islemini tamamlamas1 beklendikten sonra cihazin
odak noktasi ayarlanarak kemiliiminesans goriintiilemeye gecildi.

0 Tim ayarlamalar yapildiktan sonra membran cihazin tablasina yerlestirilerek
goruntileme sureleri saniye ve dakika cinsinden segilerek fotograflama islemi

yapildi.
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3.3.6. RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve gRT-PCR

RNA izolasyonu

MCF-7 hiicrelerinden RNA izolasyonu Aurum™ Total Rna izolasyon Mini Kiti (Bio-

Rad)’nin protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi.

O O O o o o

Toplama tiiplerine mini kolonlar yerlestirildi.

350 ul Lizis Buffer hiicreler iizerine ilave edildi ve hiicreler bir kaziyici
yardimiyla kazinarak ependorf tiiplerine aktarildi. Kullanimdan 6nce Lizis Buffer
igerisine %1 oraninda [B-merkaptoetanol ilave edildi.

Pelletlerin tamamen parcalanmasi amaciyla instilin enjektorii ile homojenizasyon
yapildi.

Homojenat (zerine kendi hacmi kadar % 70 etanol eklendi ve pipetlenerek
homojen hale getirildi.

Homojenat Aurum RNA baglama mini kolonlarina aktarilarak 30’ 13000°rpm de
santrifiij yapildi. Toplama tiiplindeki siipernatant uzaklastirildi.

700 pl Low Stringency yikama soliisyonu kolona eklendi ve 30°” 13000 rpm’de
santrifiij yapildi. Toplama tiiplindeki siipernatant uzaklastirilda.

80 pl DNaz eklendi ve inkiibasyon icin 15 beklendi.

Inkiibasyon sonras1 700 pl High Stringency yikama soliisyonu eklenerek 30’
13000 rpm’de santrifiij yapildi.

700 pl Low Stringency yikama soliisyonu eklenerek 1 dakika 13000 rpm’de
santrifiij yapildi. Toplama tiipiindeki siipernatant uzaklastirildi.

2 dakika 13000 rpm’de santrifiij yapildi.

Toplama tiipii atild1 ve yerine ependorf yerlestirildi.

50 ul Elisyon Tamponu eklendi ve 1 dakika beklendi.

2 dakika 13000 rpm’de santrifiij yapildu.

Kolon atild1 ve hiicrelerden izole edilen RNA’lar ependorf tiipe aktarildi.

Nanodropta 260/280 nm’de ol¢iim yapildi.

61



cDNA sentezi

MCEF-7 hcrelerinden izole edilen RNA’lar BioRad’s iScriptTM Revers Transcription
Supermix Kiti’nin protokoliine uygun sekilde cDNA’ya gevrildi.

Eltisyon Tamponu kor olarak kullanilmigtir.
Konsantrasyon = nanogram / pl

1 nanogram = 103 g

0 Her 6rnek i¢in 2 pg RNA olacak sekilde gerekli 6rnek hacmi alindiktan sonra, son
hacmi 15 pl’ye tamamlamak icin gerekli olan dH2O miktarlar1 eklendi.

O Ardindan bitiin Orneklerin iizerine 4 ul reaksiyon karistmi ve 1 pl ters
transkriptaz enzimi eklenerek toplam reaksiyon hacmi 20 pl’ye tamamlandi.

0 Kisa bir santrifiij yapildiktan sonra gerekli reaksiyon kosullarinin saglanmasi i¢in
ornekler konvansiyonel PCR cihazina yerlestirildi.

0 RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi yapilmasi i¢in 6rnekler 5 dakika 25 °C, 30
dakika 42 °C ve 5 dakika 85 °C’ de inkiibe edildi.

o Elde edilen cDNA’lar -20°C’ye kaldirildi.

Real-Time PCR (gRT-PCR)

MCF-7 hiicrelerine yapilan uygulamalardan sonra elde edilen cDNA’lar kalip olarak
kullanilarak tez kapsaminda 13 adet hedef genin ekspresyon profilleri RT-PCR

amplifikasyonu ile analizlendi.

Bir reaksiyon i¢in 10 pl hacim kullanildi.
Reaksiyon bagina 5 pul SYBR-Green master mix (2X) ve 1 pl cDNA kullanildi.
F+R primerler icin; 1 pl primer ve 3 pl dH20 kullanildi.

O O O O

PCR amplifikasyonu

» 1.Denatirasyon;
95°C’de 3', 1 dongii

> 2. Amplifikasyon;
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95 °C’de 3', (95 °C’de 10", 58 °C’de 10",72 °C’de 10") 45 dongii
» 3. Cift zincirin a¢ilmasi

Amplifikasyon basamagindaki her dongiiden sonra 95 °C'de 30 sn.
» Sogutma;

37°C'de 10 sn
Amplifikasyonun sonunda gen ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerinin
miktarini1 (kat cinsinden) belirlemek amaciyla yapilan erime egrisi ve relatif
kantitasyon analizleri TATA-Binding Protein (TBP) referans geni (housekeeping
genes) kullanilarak gerceklestirildi.
RT-PCR da relatif kantitasyon analizleri AA®T yontemi kullanilarak Biorad CFX
Manager 3.1 yazilimi araciligiyla gergeklestirildi
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Sonuclari

Tez ¢alismas1 kapsaminda MTT yOntemi ile sitotoksisite denemeleri, hiicrelere uygulanan
borik asit (BA) ve etidot-67 (ETD 67) bilesenlerinin uygulama siiresi ve dozlaria bagl
goOzlenecek sitotoksik veya anti-proliferatif etkilerin ve bu etkilerin gézlendigi optimum
konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi amaciyla yapildi. Ilk olarak MCF-7 hiicre
hattinda BA ve ETD 67'nin anti-proliferatif etkileri karsilagtirmali olarak denendi. MCF-
7 hiicrelerinin belirlenen optimum sayida 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmesinin
ardindan hiicrelere 100 puM, 250 uM, 500 uM, 750 uM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM
konsantrasyonlarinda 24, 48 ve 72 saat slreyle madde uygulamasi yapildi ve
uygulamalarin ardindan 570-690 nanometre dalga boylarinda spektrofotometreyle 6lglim
yapilarak sonuglar elde edildi. Denemeler en az 3 defa tekrar edildi ve pozitif kontrol
olarak 20 uM konsantrasyonda Bortezomib bilesigi kullanildi. Olgiimlerden elde edilen
absorbans degerlerinden, kontrol hiicreleri % 100 olacak sekilde kabul edilip madde
uygulamalariyla gézlenen % canlilik degerleri hesaplandi ve MCF-7 hiicre hatti i¢in %

canlilik egimleri olusturuldu.
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Borik Asit

140.0
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00 .
Kontrol | Bortezomib ' 100 uM 250 um 500 pM 750 uM 1mM 2.5 mM 5 mM 7.5 mM
24 100.0 62.9 1316 120.5 118.2 110.6 108.1 93.8 913 75.6
m48 100.0 50.2 103.3 876 86.0 83.1 80.5 785 62.8 49.9
n72 100.0 385 94.1 90.1 83.8 80.1 718 67.8 63.7 40.4

Sekil 4.1. BA’in hiicre canliligina etkisi

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi MTT denemesi sonucunda olusturulan % canlilik grafigi
incelendiginde, BA’in konsantrasyonu ve maruz kalma siiresi arttik¢a hiicre canliliginin
azaldig1 belirlendi. 24 saat BA uygulamasinda % 50 canlilik orani gozlenmediginden
dolay1 24 saat i¢in ICso degeri belirlenemedi ancak 7,5 mM konsantrasyon degerinin
iizerinde oldugu saptandi. BA’in 48 ve 72 saatteki ICso degerlerinin ise sirasiyla 7,5 mM

ve 5,7 mM oldugu hesaplandi.
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ETD 67
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m24 100.0 62.9 1172 103.2 99.9 88.5 79.8 63.3 54.0
m48 100.0 50.2 915 5.7 64.9 59.0 57 325 235
n72 100.0 385 77.4 66.8 52.0 438 371 16.7 84

Sekil 4.2. ETD 67’nin hiicre canliligina etkisi

Sekil 4.2°de ETD 67 i¢in olusturulan hiicre canliligi grafigi incelendiginde, BA’e benzer
fakat daha etkili bir sekilde MCF-7 hiicrelerinde zamana ve konsantrasyona bagimli
olarak hiicre canliliklarinin azaldig: belirlendi. ETD 67 icin 24, 48 ve 72 saatteki 1Cso
degerleri sirasiyla 6,7 mM, 1,2 mM ve 0,52 mM olarak hesaplandi. Pozitif kontrol olarak
20 uM konsantrasyonda kullanilan bortezomib uygulamasinda ise 48 saatte % 50 canlilik

orani elde edildi.

MTT analizi ile elde edilen sonuglar dogrultusunda qRT-PCR ve western-blot
analizlerinde her iki bilesik icin de 48 saat siireyle iki farkli konsantrasyon degerinin
kullanilmasma karar verildi. Bu konsantrasyon degerleri ICso degerleri goz oOniine
alinarak BA icin 1 mM ve 2,5 mM, ETD 67 i¢in 750 uM ve 1mM olarak secildi. Bununla
birlikte qRT-PCR ve western-blot analizleri, MCF-7 hiicrelerinde enflamatuar yolaklar
tetiklemek amaciyla TNFo varliginda ve yoklugunda gergeklestirildi. Bu amacla
hiicrelere bor bilesikleri uygulandiktan sonra 47. saate 40ng/mL konsantrasyonda olacak

sekilde 1 saat stireyle TNFoa uygulamasi yapildi.
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4.2. Ger¢ek Zamanh PCR Sonuclan

gRT-PCR (Kantitatif Gergek-Zamanli PCR) metodolojisi, MCF-7 hiicrelerinde BA ve
ETD 67 bor bilesikleri varliginda ve/veya yoklugunda enflamasyon ile iligkili olan
sitokinlerin ve NFkB, MAPK ve JAK/STATS3 sinyal yolaklarinda rol oynayan hedef
genlerin transkripsiyonel regiilasyonlarini belirleyebilmek amaciyla gergeklestirildi. Bu
amacla MCF7 hicrelerine 48 saat sureyle BA ve ETD 67 uygulamasi yapildi ve 47. Saatte
TNFa ilave edildi. Ardindan RNA izolasyonlar1 ve cDNA ¢evrimleri yapilarak hedef
genlere ait primerler ile PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Amplifikasyonun sonunda elde
edilen C: degerleri (esik degeri) kullanilarak gen ekspresyonunda meydana gelen
degisikliklerin miktarin1 (kat cinsinden) belirlemek amaciyla TBP (TATA binding
protein) referans geni ile relatif kantitasyon analizleri yapildi ve elde edilen degerler (kat

degisiklikleri) grafige aktarildi.

4.2.1. BA ve ETD 67°nin sitokin salinimina etkisi

Ilk olarak qRT-PCR ile bor bilesiklerinin, meme kanseri gelisiminde enflamatuvar
stireclerde etkin rol oynadigi bilinin IL6, IL-8, IL1a ve IL1B sitokinlerinin ekspresyon

seviyelerine etkisi incelendi.

IL6
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Sekil 4.3. IL6 gen ekspresyonuna BA ve ETD 67’nin etkisi

Sekil 4.3’te IL6 gen ekspresyonu i¢in elde edilen kat degisiklikleri incelendiginde, tek
basina 1mM ve 2,5 mM BA uygulamasinin sirasiyla 1,6 ve 1,4 katlik bir azalmaya yol
actig1 belirlendi. Benzer sekilde tek basina 750 uM ve ImM ETD 67 uygulamasinin da
IL6 seviyesini sirasiyla 14,6 ve 2,1 kat asagi regiile ettigi gozlendi. Beklenildigi sekilde
tek basina TNFa uygulamasi enflamasyonu tetikleyerek 1L-6 seviyesinde 1,5 katlik bir
artisa neden olmustur. 1ImM BA ve 750 uM ETD 67 varliginda bu artisin degismedigi
ancak 2,5 mM BA ile 1 mM ETD 67 varliginda sirasiyla 5,2 ve 1,2 katlik bir azalma
oldugu gozlendi.

IL8
600.0
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i 4000
2
:Z"‘ 300.0
]
& 2000
rn-
<
X 1000 -
0.0 — - =
-100.0
25mM | 750uM = 1mM S| SO | SORNA | A
imMBA T S ol TNFa | [TUC0 BA+ | ETD+ | ETD+
TNFe | TNFa = TNFa
mis 11 40 21 16 | 3635 | 4412 | 1230 | 1601 | 1087

Sekil 4.4. IL-8 gen ekspresyonuna BA ve ETD 67’nin etkisi

Sekil 4.4’te IL8 gen ekspresyonu i¢in elde edilen kat degisiklikleri incelendiginde, NFxB
yolaginin aktivasyonu ve sitokin salinimini artirmak amaciyla kullanilan TNFao’nin tek
basina oldukga yiiksek oranlarda (363,5 kat) IL-8 gen ekspresyonunun artisina yol agtigi
belirlendi. Ilging olarak 2,5 mM BA uygulamasinin 4,0 katlik ve 750 uM ETD 67
uygulamasinin da 2,1 katlik bir artisa neden oldugu belirlendi. Bununla birlikte bor
bilesikleri varliginda TNFa ile artan IL-8 seviyelerinin asagi regiile edilerek azaldigi
gozlendi. TNFa ile birlikte gbzlenen 363,5 katlik artisin, 2,5 mM BA ile 123 kata, 750
uM ETD 67 ile 160 kata ve 1 mM ETD 67 ile de 108,7 kata geriledigi saptandi.
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IL1-a

35.0
30.0
25.0
8 20.0
-
>
3 15.0
i
% 10.0
P
24 s ™ . I =
5.0
A 2.5mM | 750uM = 1mM
25mM | 750uM | 1mM 1mMBA - e
1mMBA | “ sl o TNFa TN C7 BA+ | ETD+ | ETD+
TNFa = TNFa | TNFa
mill-a 56 6.4 94 Y] 15 26 236 34 26

Sekil 4.5. IL1- a gen ekspresyonuna BA ve ETD 67’nin etkisi

Sekil 4.5’te gorildiigi gibi, BA uygulamasinin konsantrasyona bagli olarak ILl1a
seviyesini 5,6 kat ve 6,4 kat artirdigi gozlendi. Tersi olarak ETD 67 uygulamasinin
konsantrasyona bagli olarak tek basina IL1a seviyesini 1,2 ve 3,1 Kat azalttig1 belirlendi.
Tek bagina TNF- a uygulamasi ile IL1a seviyesinde beklenen artis gézlenmezken 1,5
katlik bir azalma oldugu gézlendi. TNFa ile birlikte 1 mM BA’in IL1- o seviyesini 2,6
kat azalttigi, 2,5 mM BA’in ise IL1- a seviyesini 23,6 Kat artirdig: belirlendi. 750 uM ve
1 mM ETD 67 varliginda uygulanan TNFa 6rneklerinde ise sirasiyla 3,4 ve 2,6 katlik
azaliglar oldugu gozlendi.
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IL1-B
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Sekil 4.6. IL1 gen ekspresyonuna BA ve ETD 67’nin etkisi

Sekil 4.6’da IL13 gen ekspresyon degisiklikleri incelendiginde, BA uygulamasinin diisiik
konsantrasyonda IL1B seviyesini 4,1 kat azalttigi, yiiksek konsantrasyonda ise 21,5 kat
artirdig1 gézlendi. Bununla birlikte 6zellikle 1 mM ETD 67 uygulamasi ile 3,1 katlik bir
azalma oldugu belirlendi. TNF- o’nin tek basina IL1B seviyesini anlamli olatrak
degistirmedi belirlendi. Tek basina BA uygulamalar1 ile BA + TNFa uygulamalarinin
birbirlerine benzer degisikliklere yol actig1 gézlenirken, ETD 67°nin daha etkin bir rol
oynayarak 2,6 ve 17,4 kat olacak sekilde IL1p seviyesinin azalmasina neden oldugu

belirlendi.

4.2.2. BA ve ETD 67’nin NFkB sinyal yolagina etkisi

Bor bilesikleri varliginda hedef sitokin gen ekspresyonlarinin incelenmesinin ardindan,
Ozellikle bu sitokinlerin salinimindan sorumlu oldugu diisiiniilen NFxB sinyal
yolagindaki NFkB p50, NFkB p65 ve IkBa hedef genlerinin transkripsiyonel

regiilasyonlar1 incelendi.
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Sekil 4.7. BA ve ETD 67°nin NFkB p50 gen ekspresyonu lzerine etkisi

Sekil 4.7°de NFxB p50 genine ait kat degisiklikleri incelendiginde yapilan tiim
uygulamalarda 2 katin {izerinde bir degisklik olmadigi gozlendi. Bu nedenle gbzlenen
degisikliklerin ¢ok anlamli olmadig1 sonucuna varildi. Bununla birlikte beklenildigi
sekilde TNF-a uygulamasi ile gen ekspresonunda artislarin ve bor bilesikleri varliginda

ise azaliglarin oldugu gozlendi.
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Sekil 4.8. BA ve ETD 67°nin NFkB p65 gen ekspresyonu lizerine etkisi

Sekil 4.8’de goriildiigii {lizere, NFkB p50°ye benzer sekilde NFxB p65 gen
ekspresyonunda da yapilan uygulamalar ile cok anlamli degisiklikler olmadigi belirlendi.
NF«B p50 geninin aksine NFkB p65 i¢in tiim uygulamalarda asagi regulasyon ile azalan
kat degisikliklerinin oldugu gozlendi.
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Sekil 4.9. Borik asit ve ETD 67°nin IxB-a gen ekspresyonu uzerine etkisi

Sekil 4.9°da goriildiigii tizere, bu tez kapsaminda NF«kB sinyal yolaginda incelenen hedef
genlerden yalnizca IkBa ekspresyon seviyesinde 2 katin {izerinde anlamli degisiklikler
elde edildi. Tek basina bor bilsikleri varliginda azalan IxBo ekspresyon seviyesinin,
TNFa ile birlikte arttig1 gozlendi. Tek basina 1 mM ve 2,5 mM BA uygulamasi sirasiyla
1,9 ve 2,1 kat azalisa yol acarken, 750 uM ve 1 mM ETD 67 uygulamasi sirasiyla 3,0 ve
1,9 katlik azalisa yol agt1. Bununla birlikte TNFa ile birlikte 7,4 kat artan lkxBa ekspresyon
seviyesinin 2,5 Mm BA, 750 uM ve 1 mM ETD 67 igin sirasiyla 4,8, 5,3 ve 4,6 kata
geriledigi gozlendi.

4.2.3. BAve ETD 67’nin MAPK yolagina etkisi
Bor bilesiklerinin MAPK sinyal yolaginin regiilasyonunda bir etkisi olup olmadigini

sorgulamak i¢in bu sinyal yolaginda rol oynayan MAPK14 (p38), MAPK3 (ERK1) ve
MAPKS (JNK1) genlerinin ekspresyon seviyeleri gRT-PCR ile incelendi.
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Sekil 4.10. BA ve ETD 67’nin MAPK14 gen ekspresyonu tizerine etkisi

Sekil 4.10’da MAPK14 (p38) genine ait kat degisiklikleri incelendiginde yapilan tim
uygulamalarda 2 katin iizerinde bir degisiklik olmadig1 gozlendi. Bu nedenle gdzlenen
degisikliklerin ¢ok anlamli olmadigi sonucuna varildi. Bununla birlikte TNF-o
uygulamasi ile belirli bir miktar (1,5 kat) artan gen ekspresyonunun bor bilesikleri

varliginda azaldig1 gézlendi.
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Sekil 4.11. BA ve ETD 67’nin MAPK3 gen ekspresyonu Uzerine etkisi

Sekil 4.11°de goriilen MAPK3 (ERK1) genine ait kat degisiklikleri incelendiginde,
ekspresyon seviyesinin TNFa ile degismedigi, bununla birlikte bor bilesikleri varliginda
azalislar oldugu gozlendi. Ozellikle TNFo varliginda ve yoklugunda ETD 67 ile 2 katin

tizerinde anlaml1 azaliglar oldugu belirlendi.
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Sekil 4.12. BA ve ETD 67’nin MAPKS gen ekspresyonu (izerine etkisi
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MAPK sinyal yolaginda arastirilan diger hedef genlere benzer sekilde Sekil 4.12°de
gortldiigii gibi MAPKS (JNK1) gen ekspresyonunda da yapilan uygulamalar sonucunda
2 katin lizerinde anlamli degisiklikler olmadig1 belirlendi. Benzer sekilde yine TNFa
uygulamasi ile az miktarda artan gen ekspresyonunun, bor bilesikleri varliginda azaldigi

go6zlendi.

4.2.4. BA ve ETD 67’nin JAK/STAT3 yolagina etkisi
Son olarak gRT-PCR analizi ile JAK/STAT3 sinyal yolagi ile iliskili olabilecek JUN (AP-

1), JAK ve TP53 (p53) genlerinin transkripsiyonel regiilasyonlart bor bilesiklerinin

varliginda ve yoklugunda arastirildi.
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Sekil 4.13. BA ve ETD 67°nin JUN gen ekspresyonu uzerine etkisi

Sekil 4.13’de goriilen JUN (AP-1) gen ekspresyon kat degisiklikleri incelendiginde, tek
basina bor bilesikleri uygulamasii ile 2 katin iizerinde anlmali bir degisikli olmadig:
belirlendi. Tek basina TNFo uygulamasinin JUN gen ekspresyonu 2,3 kat artirdigi
saptandi. BA uygulamasi ile 5,5 degerine yiikselen bu kat degisikliginin, 750 uM ve 1
mM ETD 67 i¢in sirasiyla 1,4 ve 1,6 kata azaldig1 belirlendi.
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Sekil 4.14. BA ve ETD 67’nin JAK gen ekspresyonu uzerine etkisi

Sekil 4.12’de goriildiigii gibi JAK gen ekspresyonunda yapilan uygulamalar sonucunda 2

katin iizerinde anlaml1 degisiklikler olmadigi belirlendi. TNFa uygulamasi ile az miktarda
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-1.3

artan gen ekspresyonunun (1,5 kat), bor bilesikleri varliginda azaldig1 gozlendi.
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Sekil 4.15. BA ve ETD 67’nin TP53 gen ekspresyonu Uzerine etkisi
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Sekil 4.15°de TP53 gen ekspresyonuna ait kat degisiklikleri incelendiginde tek basina
uygulanan 2,5 mM’lik BA uygulamasinin TP53 gen ekspresyonunu 3,6 kat artirdigi,
aksine 1 mM ETD 67 uygulamasinin ise 2,3 kaz azalttig1 belirlendi. Tek basina uygulanan
TNF-o’nin, TP53 protein ekspresyonunu 1,5 kat azalttigi gozlendi. Tek basina BA
varligina benzer sekilde TNF-a ile birlikte uygulanan 1mM’lik BA’in TP53 ekspresyon
seviyesini 5,9 kat azalttig1 ancak 2,5 mM’lik BA’in ise 8,8 Kkat artirdigi saptandi. TNF-a
ile birlikte ETD 67’nin her iki konsantrasyonu i¢in de TP53 seviyesinde azalislar oldugu

ve sirastyla 7,4 ve 1,9 kat azaldig1 belirlendi.

4.3. Western Blot Sonuclar

Bu tez kapsaminda western blot ile BA ve ETD 67°’nin MCF-7 hiicre hattinda NFkB
sinyal yolag1 ilizerine bir etkisi olup olmadig1 sorgulandi. Bu amag¢ dogrultusunda farkli
konsantrasyonlarda 48 saat streyle BA ve ETD 67 uygulanan MCF-7 hucrelerine son 1
saatte TNF-a ilave edildi. Ardindan protein izolasyonlar1 yapildi, proteinler SDS-PAGE
jellerinde yiiriitiildii ve PVDF membranlar lizerinde antikorlar araciligiyla goriintiilendi.
Membran gorintilerinin kantitatif analizleri ise housekeeping gen olan GAPDH’e kars;
Image J yazilim programi kullanilarak yapildi ve protein seviyesindeki degisimler Kat

cinsinden belirlendi.

4.3.1. NFkB ve IkBa yolagi sonuclar:

- TNF-a + TNF-a
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Sekil 4.16. MCF-7 hucrelerine TNF-o varliginda ve yoklugunda BA ve ETD 67
uygulanmasi sonucunda gdzlenen NF«kB sinyal yolagi ile ilgili proteinlerin seviyesi
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pNFkB(Ser536) ve NFKB p65 iligkisi
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Sekil 4.17. MCF-7 hucrelerine TNF-o varliginda ve yoklugunda BA ve ETD 67
uygulanmas1 sonucunda gozlenen NFxB ve pNFkB®e™%) (p65) proteinlerinin kat
cinsinden elde edilen degisimleri

Sekil 4.16’daki membran goriintiileri ve Sekil 4.17°deki kat degisiklikleri incelendiginde,
TNF-a yoklugunda 1mM borik asite maruz kalan MCF-7 hucrelerinde fosforile NFxB
protein seviyesi 1,4 kat, NFxB seviyesi ise 1,2 kat azalmistir. TNF-a yoklugunda 2,5mM
borik asite maruz kalan MCF-7 hiicrelerinde fosforile NFkB protein seviyesi 2,0 kat,
NF«B seviyesini ise 4,1 kat azalmigtir. TNF-o yoklugunda 750 uM ETD67’ye maruz
kalan MCF-7 hicrelerinde fosforile NFkB seviyesi housekeeping gen aktine gore 1,3 kat
azalirken, NFkB seviyesini ise 1,5 kat artmigtir. TNF-a yoklugunda ImM ETD67’ye
maruz kalan MCF-7 hucrelerinde fosforile NFkB seviyesi 1,05 kat azalirken, NFxB

seviyesi ise 1,5 kat artmustir.

TNF-o uygulamasi ile birlikte NFkB fosforilasyon seviyesi 1,7 kat, toplam p65 protein
seviyesi ise 2,2 kat artmigtir. TNF-a varliginda her iki konsantrasyonda BA uygulamast
NF«B fosforilasyon seviyesini degistirmezken, 2,5 mM BA uygulamasi NFkB p65
protein seviyesini 2,5 kat artirmigtir. TNF-a varliginda 750 uM ETD 67 uygulamasi

NFkB fosforilasyon ve toplam protein seviyesini tek basma TNF-a’ya gore
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degistirmemis, ancak 1 mM ETD 67 uygulamas1 TNF-a ile artan NFkB fosforilasyon ve

protein seviyesini sirastyla 1,2 ve 1,9 kata azaltmstir.

plKB-a(Ser32) ve IKB-a lligkisi
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Sekil 4.18. MCF-7 hucrelerine TNF-o varliginda ve yoklugunda BA ve ETD 67
uygulanmasi sonucunda gozlenen IKB-a ve pIKB-a5¢? proteinlerinin kat cinsinden elde
edilen degisimleri

Sekil 4.18’de IKB-o ve pIKB-05¢%? protein seviyeleri i¢in hesaplanan kat degisiklikleri
incelendigi zaman, tek baslarina bor bilesikleri uygulandiginda pIKB-a(5*"%?) seviyesinin
azaldig1 gozlendi. Bununla birlikte TNF-o uygulamasi ile 2,5 kat artan pIKB-
05¢132) seviyesinin 2,5mM BA, 750 uM ETD 67 ve 1 mM ETD 67 ile sirasiyla 1,5, 1,8 ve
1,1 kata azaldig: belirlendi. IKB-a protein seviyesinde ise tek baslarina bor bilesikleri
belirli bir miktar artisa yol acarken, TNF-a varliginda gozlenen 2,1 katlik azalisi
engelleyerek IKB-a protein seviyelerinin artmasina yol actig1 gdzlendi. Ozellikle ETD
67’nin IKB-a protein seviyesini yaklasik 2 kat artirdigi belirlendi.
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4.3.2. IKK-a ve IKK-B yolag: sonuclari
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Sekil 4.19. MCF-7 hucrelerine TNF-o varliginda ve yoklugunda BA ve ETD 67
uygulanmasi sonucunda gozlenen IKK-a, IKK-3 ve PARP proteinlerinin seviyesi
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Sekil 4.20. MCF-7 hucrelerine TNF-o varliginda ve yoklugunda BA ve ETD 67
uygulanmasi sonucunda gozlenen IKK-a ve IKK-f proteinlerinin kat cinsinden elde
edilen degisimleri

81



Son olarak bu tez kapsaminda IKK-a, IKK-B ve PARP proteinlerinin seviyesi western-
blot ile incelendi. IKK-a ve IKK-B icin Sekil 4.16’daki membran goriintiileri ve Sekil
4.17°deki kat degisiklikleri incelendiginde, tek basina bor bilesikleri uygulandiginda
kontrol hiicrelerine kiyasla IKK-o protein seviyesi yliksek oranlarda ve anlamli kat
degisiklikleri elde edilmemistir. Bununla birlikte tek basina TNF-a uygulamasinda IKK-
o protein seviyesi 1,3 kat artmustir. Ilging olarak ise bor bilesikleri varliginda yapilan
TNF-o uygulamalarinda yiiksek oranlarda azaliglar olmustur. ImM BA, 2,5 mM BA, 750
uM ETD 67 ve 1 mM ETD 67 varliginda yapilan TNF-o uygulamalarinda IKK-o protein
seviyesi sirasiyla 2,4, 1,8, 4,7 ve 4,0 kat azalmistir. IKK-B protein seviyesi tek basina bor
bilesikleri uygulandiginda sadece 2,5 mM BA uygulamasinda 1,7 kat azalirken; 1mM
BA, 750 uM ETD 67 ve 1 mM ETD 67 ile sirasiyla 1,6, 1,6 ve 1,5 kat artmistir. IKK-
a’ya benzer sekilde tek bagina TNF-a uygulamasinda kontrol hiicrelerine kiyasla IKK-f
protein seviyesi 1,2 kat artmistir. Bununla birlikte IKK-a ile ters olarak bor bilesikleri
varliginda yapilan TNF-a uygulamalarinda artiglar olmustur. ImM BA, 2,5 mM BA, 750
uM ETD 67 ve 1 mM ETD 67 varliginda yapilan TNF-o uygulamalarinda IKK- protein

seviyesi sirasiyla 1,6, 1,6, 1,3 ve 1,3 kat azalmstir.
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Sekil 4.21. MCF-7 hucrelerine TNF-o varliginda ve yoklugunda BA ve ETD 67
uygulanmasi sonucunda gézlenen PARP proteininin kat cinsinden elde edilen degisimleri
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Bu tez kapsaminda apoptoz ile iliskili olarak sadece toplam PARP protein seviyesi
incelendi. Sekil 4.21°de PARP proteini icin elde edilen kat degisiklikleri incelendiginde,
kontrol hiicrlerine kiyasla tek basina bor uygulamasi yapilan hiicrelerde PARP protein
azalmistir. PARP protein seviyesi ImM BA, 2,5 mM BA, 750 uM ETD 67 ve 1 mM ETD
67 i¢in sirasiyla 1,2, 1,7, 1,6 ve 2,8 kat azalmistir. Tek basina TNF-a uygulamasinda 1,5
katlik bir azalma elde edilmistir. Bor bilesikleri varhiginda yapilan TNF-a
uygulamalarinda ise bor bilesikleri sinerjik bir etki gostererek PARP protein seviyesinin
yiiksek oranlarda azalmasia yol agmustir. Ozellikle 750 uM ETD 67 ve 1 mM ETD

varliginda yapilan TNF-o uygulamasinda sirasiyla 15,9 ve 13,1 kat azalma olmustur.
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5. TARTISMA

Yetigkinlerde tiim kanser tiirlerinin %20’si enfekte ajanlara veya diger ¢cevresel faktorlere
maruz kalmaktan dolayr baslayan kronik enflamasyondan kaynaklanmaktadir ¢ilinkii
timorle iliskili enflamatuvar cevap, timor gelisimini ve ilerleyisini uyarici1 paradoksal
etkilere sahiptir (McLaughin ve ark. 2020). Kanser dokusunda olusan enflamasyon timor
mikrogevresine; ¢ogalma sinyalleri olusturan biiyiime faktorlerini, hiicre oliimiinii
sinirlandiran yasamsal faktorleri, onciil anjiyogenik faktorleri, invazyonu ve metastazi
tetikleyen cesitli ekstraseliiler matriks modifiye edici enzimleri ve epitel mezenkim gegisi
aktivasyonuna sebep olan uyarici sinyalleri saglamaktadir. Ayrica enflamatuvar hiicreler
komsu hiicreler i¢in bir hayli mutajenik olan ¢esitli kimyasallar1 ve reaktif oksijen

tiirlerini salarak genetik diizensizliklere neden olmaktadir (Tower ve ark. 2019).

Borun Gelecegini Tasarlayan Eti Maden bor ve bor iiriinlerinin tarim alanlarinda
kullaniminin yayginlastirilmast amaciyla yiiriittigii Ar- Ge projeleri sonucunda Etidot 67
Urlintinii  gelistirmistir. Tarim endiistrisinin verimli alanlara sahip olmasi amaciyla
sektorliinde uzmanlagsmis profesyoneller tarafindan 2010 yilinda gelistirilen ve %20.8
oraninda bor igeren Etidot-67, Tiirkiye ve diinyadaki tarim alanlarindan alinan verimi,
toprak kalitesini ve bitkilerin gelisimini olumlu olarak etkilemektedir. Bu dogrultuda
meyve ve bitki kalitesi artmakta Tiirkiye ve dlinyada tarim ekonomisi biiylimeye devam
etmektedir. Boraks ve borik asit reaksiyonundan tretilerek 6nemli bir bitki besin maddesi

olan Etidot 67, %67 oraninda boroksit igermektedir (Wwww.etimaden.gov.tr). Son

epidemiyolojik in vitro ve hayvan ¢aligmalar1 plazmadaki en bol fizyolojik bor olan borik
asidin (BA) kemoterapik bir ajan olarak olasi bir roliinii ortaya koymaktadir. (Nielsen ve
Meacham 2011). Bor bilesiklerinden etkilenen kanser tiirleri baslica prostat kanseri,
meme kanseri, rahim agzi kanseri, akciger kanseri ve melanomdur (Scorei ve ark. 2010).
Borun diisiik toksisiteye sahip olmasi, vicutta birikmemesi gibi farmakolojik 6zellikleri
cekici bir kanser tedavisi ajan1 olmasina yol agmaktadir ancak mekanizmasinin heniiz tam
olarak anlagilamamasi potansiyel kullanimini1 engellemektedir (Bradke ve ark. 2008,
Mcauley ve ark. 2011). Yapilan ¢aligmalar borun enflamatuvar yanitin regiilasyonunda
onemli bir rolii olabilecegini sdylemektedir (Soriano-Ursua ve ark. 2014). Borun

enflamasyon stirecinde, artan enzimatik aktiviteleri azaltacak bir represyon sinyali olarak
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fonksiyon gosterdigi ve basta kanser dahil olmak suretiyle enflamatuvar hastaliklara
yakalanma riskini azalttigi disiiniilmektedir (Scorei ve ark 2011). Yuksek bor
konsantrasyonuna sahip olmasi agisindan bu tez ¢alismasinda borik asit (BA) ve Etidot
67 (ETD 67) kullanilmistir.

Enflamatuar siiregleri inhibe etmek veya enflamasyonu ortadan kaldirmak, kanserin
baskilanmasinda ve tedavi stratejisinde mantikli bir rolii temsil etmektedir. Bu baglamda,
bu tez calisgmasinda bor bilesiklerinin anti-enflamatuvar ozelliklerinden yola gikarak
meme kanseri gelisiminde rol oynadigi diisliniilen enflamasyon da fonksiyon gdsteren
gen ve proteinlerin bor bilesikleri varliginda nasil bir degisime ugradigini arastirmak
amaclanmistir. MCF-7 hiicreleri, hiicre sitoplazmasinda 0Ostrojen reseptorleri (ER)
yoluyla 6strojenin ostradiol formunda islenmesi gibi meme epiteline 6zgii birkag ideal
ozelligi koruduklar1 i¢in in vitro meme c¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir
(Camarillo ve ark. 2014). Bu amag¢ dogrultusunda g¢alismamizda MCF-7 hiicre hatti
kullanilmistir. ETD 67 yuksek MCF-7 huzreleri uygun kosullarda biiyiitiilmiis daha
sonrasinda ise MTT deneyleri ile bu hiicrelere uygulanacak borik asit (BA) ve Etidot 67
(ETD 67) bilesiklerinin sitotoksisite analizleri gergeklestirilmistir. MTT demeleri
sonucunda ise ICsp degerleri degerlendirilerek hiicre igin en uygun konsantrasyon ve siire
icin karar verilmistir. Belirlenen doz ve siire acisindan karar verildikten sonra ise qRT-
PCR ve western blot analizleri ile NFkB sinyal yolagi basta olmak tizere enflamasyon ile

iligkili olan hedef gen ve proteinlerin seviyelerindeki degisimler incelenmistir.

NF«kB'nin aktivasyonu, ¢esitli sitokin ve biiylime uyaranlarina yanit olarak ortaya ¢ikar
ve ¢ogalma ve hayatta kalma gibi hiicresel siireglerin diizenlenmesine yol agar. NFxB'nin
klasik aktivasyonu, IkB kinaz (IKK) kompleksi tarafindan IkB'nin fosforilasyonu,
ardindan IkB ubiquitination ve degradasyonu ve ardindan NFxB'nin nukleer
translokasyonu ile gerceklesir. Ek olarak, NFkBmin farkli bolgelerde fosforilasyonu,
DNA baglama yetenegini diizenler ve NFxB'min niikleer translokasyonunu arttirir.
Ayrica, NFxB, PI3K-Akt yolundan biiyiime ve hayatta kalma sinyallerinin bir aracisi
olarak hareket edebilir. TNK baglayic1 kinaz (TBK), IKKa, IKKB, IKKe, ve p38'in tiimii,
Ser536'da IL-1 ile indiiklenen p65 fosforilasyonu ile iliskilendirilmistir. (Emdal ve ark.
2012).
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[k olarak MTT hiicre canlilif1 sonuglar1 1s18inda BA uygulamasinda 24 saat icin ICso
degeri belirlenemezken, 48 ve 72 saatteki 1Cso degerlerinin ise sirasiyla 7,5 mM ve 5,7
mM oldugu hesaplandi. ETD 67 bor bilesigi igin ise 24, 48 ve 72 saatteki ICso degerleri
sirastyla 6,7 mM, 1,2 mM ve 0,52 mM olarak hesaplandi. Sonug olarak BA ve ETD 67
bilesiklerinin pozitik kontrol olarak kullanilan bortezomib kadar etkili olmadig1 ancak
bununla birlikte her ikisinin de zamana ve konsantrasyona bagimli bir sekilde hiicre
canliliklarii azalttigi belirlendi. Aym1 zamanda ETD 67°nin BA’e gbre hicre
proliferasyonunu azaltmada 6 kat daha basarili oldugu ve daha etkili bir anti-proliferatif

ajan olarak rol oynayabilecegi diisiiniildii.

MTT sonuglar1 baz alinarak, antikanser ajan olarak kullanilmak istenen konsantrasyon
degerleri borik asit icin ImM ve 2,5mM; ETD67 icin ise 750 uM ve 1mM se¢ilmis ve 48
saat siireyle uygulandi. NFxB yolaginin aktiflesmesi ve sitokin salimimlarinin artmasi
amaciyla da hiicrelere 1 saat siireyle TNF-o ilave edildi. Ardindan tez calismasi
kapsaminda belirlenen hedef gen ve proeinlerin seviyelerindeki degisimler gRT-PCR ve

western blot ile incelendi.

Normal dokularda, anti-enflamatuar sitokinler, proenflamatuar sitokinler Uretildikten
sonra senkronize olarak yukari regiile edilir ve bu da enflamasyonun ¢0ztilmesine yol acar
(Hamid ve ark 2011). Bununla birlikte blytme faktorleri, proenflamatuar sitokinler,
kemokinler, ROS ve RNS gibi bazi enflamatuar aract molekiiliin yukar1 regiilasyonu
kanserlerin ilerlemesi ile sonu¢lanmaktadir (Khandia ve Munjal 2019). Gegtigimiz on
yillar boyunca, enflamasyonun tiimor gelisimi ve ilerlemesinde kritik bir rol oynadigi
kanitlanirken, baslica molekiiler mekanizmalarin ¢ogu simdi ortaya ¢ikarilarak, meme
kanseri baslangicinda, go¢iinde ve ilerlemesinde sitokinlerin ve 6zellikle IL-6, IL-8, IL1-

a ve IL1-B gibi interlokinlerin (IL'ler) kilit rolii vurgulanmustir (Fasoulakis ve ark. 2018).
Kumar ve arkadaglari; IL-1 asir1 ekspresyonunun kanser ilerlemesi iizerindeki etkisini

anlamak canlida, ¢iplak fare modelini kullanmig ve IL-1'in; biri timorin biylmesi ve

digeri metabolik durum (IL-1'i asir1 eksprese eden tiimor hiicrelerinin metastaz
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yapamamasidir) Uzerinde olmak iizere iki ana etkisi gézlemlemislerdir (Kumar ve ark.
2003).

Parakrin IL-6'nin ortak kiltiir ¢alismalarinda STAT3 fosforilasyonunun ana aracisi
oldugu bulunmustur. Parakrin ve otokrin IL-6 maruziyetinden sonra ER pozitif meme
timorii hiicre hattt MCF-7'de gelismis tiimdr hiicresi biiylime oranlar1 gézlemlenmis,
burada MCF-7 biiylime oranlari, MSC ile birlikte kiiltiirlendiginde >2 kat artmistir. Meme
kanserinden bagimsiz olarak, yiiksek IL-6 serum seviyeleri, metastatik meme kanserli
kadinlarda hastalik evrelemesi ve olumsuz klinik sonuglarla dogrudan iliskilidir. Sinyal
dondistiirlicii ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3), IL-6'ya maruz kaldiktan sonra
aktive edilen birincil hicre ici hedeflerden biridir ve STAT3 aktivasyonu, meme
kanserinde gelismis tiimdr hiicresi biiyiimesi, hayatta kalma ve bagisiklik kacirma ile
baglantilidir. IL-6'nin heterodimerik IL-6 reseptdriine baglanmasi iizerine (IL-6
reseptorunden ve her yerde eksprese edilen sinyal alt birimi gp130, bir 130 kDa
transmembran sinyal glikoproteininden olusur), STAT3 tipik olarak sitoplazmada aktif
olmayan bir monomer olarak tutulur. Fosforillendikten sonra STAT3 homodimerler
oOlusturur, ¢ekirdege girer ve ¢oklu progrowth ve prosurvival genleri aktive eder. Sasser
ve arkadaglar; IL-6'nin MCF-7'nin biiyiime hizin artirip artiramayacagini belirlemek i¢in,
yaptig1 calismada 6 hafta boyunca MCF-7 ksenograftlarin1 asilamis ve hiicre
genislemelerini gostermislerdir. Buna karsiik IL-6’ya maruz kalmayan MCF-7
ksenograftlari, kiigiik elle hissedilen timdr nodiillerinin Gtesine gegememistir. Sasser ve
arkadaglar1 son olarak, IL-6'nin ER-pozitif hiicre dizisi MCF-7 i¢in giclu bir buyume
faktoru olarak hareket edebilecegini laboratuvar ortaminda ve canlida gostermistir.
Parakrin veya otokrin tarzda murin timaor mikro-ortamlarina insan IL-6'simin eklenmesi,

saglam MCF-7 tUmoOr hiicresi biiylimesiyle sonuglanmistir (Sasser ve ark. 2007).

IL-6'nin otokrin veya parakrin mekanizmalar yoluyla hareket ederek meme kanseri hiicre
biiyiimesini ve gogilinii uyardigi bilinmektedir. Hem rekombinant VEGF hem de IL-6,
MCEF-7 hicrelerinin go¢ etme kabiliyetinde 6nemli bir artis iiretir. Benzer sekilde, IL-
6'nin serum seviyelerinin meme kanseri hastalarinda daha kotii bir sonucu 0ngordigi

gorilmektedir (De Luca ve ark. 2012).
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IL-6'nin MCF-7 hiicrelerinde mutidrug direncini indiikledigini ve hiicre proliferasyonu
uzerinde 6nemli bir etkisinin olmadigini bildirmistir. Meme kanseri hastalarinin siklikla

serum IL-6 diizeylerinin yiikseldigi bulunmustur (Jiang ve ark. 2019).

Bir immiinomodaulator sitokin roliine ek olarak, I1L-8'in metastaz ve anjiyogenezi modiile
ederek insan kanserlerinde bir biyume ve farklilasma faktorii olarak islev gordigii
diistiniilmektedir. interlokin-1B (IL1B) veya timor nekrozu-a (TNFa), MCF-7 hiicre
sistemlerinde I1L-8 Uretiminin bilinen aktivatorleridir. IL-8 salgilanmasi, IL1 ile muamele
edilerek MCF-7 hucrelerinde kuvvetli bir sekilde yukari regiile edilir. IL1B veya TNFa,
IL-8 geninin MCF-7 hiicrelerinde tamamen islevsel oldugunu gosterir. IL-8'in ER-pozitif
meme kanseri hiicrelerinin istilasin1 da artirabilecegi gosterilmistir (Freundye ve ark.
2003). IL-8'in sadece kanser hicrelerinin istilasini ve metastatik yayilmasini
destekledigine degil, ayni zamanda biiyliyen tiimorlerde anjiyogenezi arttirdigina

inanilmaktadir (Chavey ve ark. 2008).

Son zamanlarda IL-8'in ayrica bir endotelyal hiicre kemoatraktani oldugu bulunmustur.
Daha spesifik olarak, IL-8 ekspresyonunun bazal seviyesi, metastatik olmayan hatlara
kiyasla metastatik hiicre hatlarinda 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir. Ek olarak, tumorin
enflamatuar ortami siklikla artan TNF- ve/veya IL-1 seviyelerine sahiptir, bu da hem daha
mezenkimal bir fenotip ifade eden tumor hicrelerinde hem de timérde IL-8 Uretimini

orantisiz bir sekilde artiracaktir (De Larco ve ark. 2001).

Bu tez calismasinda TNF-a sitokin saliniminin indiiklenmesi amaciyla kullanildi. IL6,
IL1-o ve IL1-B sitokinleri igin olduk¢a az miktarlarda bir artis oldugu gozlenmesine
ragmen IL8 seviyesinde 363,5 kat gibi ciddi bir artis olmasi enflamatuvar yolaklarin
tetiklendigini diistindiirdii. Literatiir bilgisi 1s18inda TNF-a ve IL-1 gibi uyaranlarin 100
kattan daha fazla IL-8 artisina yol agarken bakteri ve EGF gibi faktorlerin ise 5-10 kat
aras1 IL-8 salinimina yol agtig1 bilinmektedir (Kim ve ark. 2005). Bu baglamda tez
kapsaminda elde edilen sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu kanisina varildi. Genel
olarak elde edilen sonuglar incelendiginde IL1-a ve IL1-B sitokinleri icin BA
uygulamasinda hafif bir artis varken, ETD 67 ile seviyelerinin azaldig1 belirlendi. Bu

nedenle ETD 67°nin IL1-o ve IL1-B sitokinleri igin daha etkili bir anti-enflamatuvar ajan
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olabilecegi diislintildii. IL6 seviyesi i¢in her iki bor bilesiginin de belirli miktarlarda
azalmaya yol agtig1 bununla birlikte BA i¢in elde edilen sonuglarin konsantrasyona
bagimli olarak daha tutarli oldugu gozlendi. TNF-a ile IL8 disinda diger interlokinlerde
istenilen yanitlar alinamadigindan dolayi bor bilesikleri varliginda net bir degerlendirme
yapilamadi. IL8 gen ekspresyonu incelendiginde ise sadece ImM ETD 67 uygulamasinda
1,6 katlik bir azalma gozlenirken TNF-a ile ylksek oranda artan IL8 seviyelerinin bor
bilesikleri ile birlikte etkili bir sekilde baskilandigi bulundu. IL-8 seviyesinin Beyin,
meme, servikal, kolon, mide, akciger, melanom, yumurtalik, prostat, renal ve tiroid,
Hodgkin lenfomas1 dahil olmak iizere gesitli tiimor tiirlerinde ekspresyonunun 6nemli
Olciide yiiksek oldugu bulunmustur ve tiimoér boyutu ve evresi ile pozitif korelasyonu
bulunmaktadir. Daha yiksek IL-8 konsantrasyonuna sahip kanser hastalari, genellikle
zaylf hayatta kalma orami sergiler (Khandia ve Munjal 2019). IL-8 ER- meme
kanserlerinde ifade edilirken, hem ER- hem de ER+ meme kanseri deneklerinde
invazivligi ve metastatik potansiyeli arttirmaktadir (Fasoulakis ve ark. 2018). Bu bilgiler
15181nda bor bilesiklerinin IL-8 seviyesini etkili bir sekilde azaltmalarindan dolay1 anti-
enflamatuvar ajanlar olarak degerlendirilebilecekleri ve meme kanseri hiicrelerinin

invazyon ve metastazini azaltabilecekleri kanisina varildi.

MAPK ’lar; hiicre farklilagmasi, biiylime, ¢cogalma, go¢ ve apoptozun kontroliinde anahtar
bilesenlerdir. TNF-a ise JNK, PI3K/AKT ve p38/ MAPK yolaklarinin aktivasyonu
araciligiyla cJun ve NF«xB transkripsiyon faktorlerini tetikler. cJun (AP-1), MMP9 ve
ZEB2 gibi proteinlerin ekspresyonunu tetikleyerek kanser hicresinin invazyon
yetenegini artirir (Fernando ve ark. 2011). STAT-3 transkripsiyon faktori, meme
kanserlerinin %70’inde uygunsuz bir sekilde aktive edilir ve hastaligin patogenezine
dogrudan katkida bulunur. Janus kinazlar (JAK) gibi tirozin kinazlar STAT-3
aktivasyonunu sagladiktan sonra STAT-3’ler ¢ekirdege yer degistiren aktif dimerler
olusturur ve hedef genlerin diizenleyici bolgesindeki ayni kokenli baglanma bdlgelerinde
DNA’ya baglanir. STAT-3 daha sonra proliferasyon, farklilagsma, goc¢, hayatta kalma ve
anjiyogenez dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel siireclerde yer alan anahtar hedef genlerin
(IL6, BCL-2, m-cyc gibi) ekspresyonunu diizenler (Egusquiaguirre ve ark. 2018). Bu tez
caligmasinda MAPK sinyal yolagi ile iligkili olarak yapilan biitiin uygulamarda 2 katin

Uzerinde anlamli ekspresyon degisiklikleri gozlenmedi. Ancak genel olarak bakildiginda
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TNF-a ile artan gen ekspresyon seviyelerinin bor bilesikleri varliginda azaldigi1 gozlendi.
JUN, JAK ve TP53 gen ekspresyonlarinda ise 6zellikle ETD 67 uygulamasiin TNF-a
ile artan gen ekspresyon seviyelerini azalttig1 belirlendi. Bu dogrultuda bor bilesiklerinin
MAPK ve JAK/STATS3 sinyal yolaginin regiilasyonu iizerinden de anti-enflamatuar

etkiler gosterebilecegine dair kanitlar elde edildi.

NF«B; TNF-a tarafindan aktive edilen hiicre go¢iinii ve istilasini tegvik etmede en 6nemli
transkripsiyon faktorlerinden biridir (Cruceriu ve ark. 2019). Ayrica TNF-a ve IL-1 gibi
pro-enflamatuvar sitokinler ve hormonlar gibi ¢esitli uyarict molekiiller tarafindan aktive
olan NF«B ¢ok sayida genin transkripsiyonunu diizenleyen sinyal yolagi olarak gorev
yapar (Concetti ve Wilson 2018, Sen ve ark. 2017). Hucrenin TNF-a ile stimiilasyonu
uzerine, NFxkB kompleksi ¢ekirdekte aktive olur ve burada TWIST ve SNAIL ailesi
uyeleri dahil olmak lzere bu siireglerde yer alan gesitli proteinlerle etkilesime girerek

meme kanseri hucrelerinde enflamasyonu ve metastazi tetikler (Cruceriu ve ark. 2019).

En sik goriilen aktif formlardan biri olan pS0/RelA (p65) dimeri bu yolakla olusur. NFkB
dimerleri (p50/RelA) dinlenim durumundayken IkB ad1 verilen inhibitdr proteinlere bagli
oldugu igin inaktif formdadir ve DNA’ya baglanamaz. Inaktif formdaki bu dimerler,
proenflamatuar sitokinlerce (TNF-a, IL-1 vb.) veya LPS ile uyarilarak enflamatuar uyari
saglanir. Ardindan dimerleri inaktif formda tutan kB proteinleri inhibitor kappa B kinaz
(IKK) enzimi tarafindan fosforillenir. Bu olay IxB’yi ubikitinasyona hazir hale getirir ve
ubikitinasyondan sonra IkB’nin ubikitin-proteazom sistemi ile degredasyonu gergeklesir.
Sitoplazmada IxB / NFkB kompleksinde serbest kalan NFkB (p50/RelA dimeri) nikleer
lokalizasyon sinyali ile ¢cekirdege gecer (Christian ve ark. 2011, Concetti ve Wilson 2018,
Sun 2011).

NF«B, yalnizca gekirdege translokasyon ve dimerizasyondan sonra aktiftir. kB, NFkB'yi
sitoplazmada tutarak inaktive eder. Proinflamatuar mediatorlere yanit olarak IkB, IKK
tarafindan fosforile edilerek bozulur ve ardindan NFkB'nin aktivasyonunu saglar.
Michael Karin ve digerleri; bununla birlikte, iki katalitik alt birimden yalnizca IKKB'nin
proinflamatuar uyaranlara yanit olarak NFxB aktivasyonu i¢in gerekli oldugunu bildirdi.

Ikinci katalitik alt birim olan IKKA, 6zellikle epidermisin olusumu ve farklilasmasi
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olmak iizere gelisimsel siireclerde kritik bir rol oynar. Hiicre dongiisii ilerlemesinin
pozitif bir dizenleyicisi olarak NFkB, siklin D1 c-myc ve cmyb gibi hedef genleri veya
lenfoid ve miyeloid hiicrelerin proliferasyonunu otokrin bir sekilde uyaran biiyiime
faktorlerini aktive eder (IL-2, GMCSF, CD40L). Cyclin D1, normal meme bezi gelisimi
ve meme karsinogenezinde muhtemelen en 6nemli NFkB hedef genlerinden biridir.
Ayrica, siklin D1 ekspresyonunun, meme bezi gelisimi sirasinda isleyen bir NFkB

aktivasyon yolu gerektirdigi gosterilmistir (Kordestani ve ark. 2020).

Bu tez calismasinda NFkB sinyal yolaginda rol oynayan hedef genlerin ekspresyon
seviyeleri bor bilesikleri varliginda incelendi ancak NFxB p50 ve NFkB p65 mRNA
seviyelerinde anlamli kat degisiklikleri elde edilemedi. Ek olarak IkBa mMRNA seviyesini
tek basina bor bilesikleri azaltirken, TNF-a ile birlikte artirdiklar1 gozlendi. Bununsla
birlikte IkBo mRNA seviyesinde goriilen bu degisiklikler protein seviyesinde
dogrulanamadi. Bu baglamda bor bilesiklerinin NFkB sinyal yolaginin transkripsiyonel

regiilasyonunda rol oynamadigi sonucuna varildi.

Western blot analizi ile NFkB sinyal yolaginda fonksiyon gosteren proteinlerin
seviyesindeki degisiklikler incelendiginde, tek basina TNF-a uygulamasi ile NFxB p65
fosforilasyon ve protein seviyelerinin arttig1, IkBa fosforilasyon seviyesinin arttig1 ve
IxBa protein seviyesinin ise azaldigl belirlendi. Bu sonuglar ile TNF-a varliginda, kB
proteinleri inhibitor kappa B kinaz (IKK) enzimi tarafindan IkBa’ nin fosforile edilerek
degredasyona ugratildigi ve bu nedenle fosforilasyon seviyesi artarken protein
seviyesinin azaldigir diislintildi. Bununla birlikte TNF-o varliginda NFxB p65
fosforilasyon ve protein seviyelerinin artmasi sonucunda MCF-7 hiicrelerinde TNF-a ile
NF«kB sinyal yolaginin aktivasyonu saglanarak enflamasyonun tetiklendigi kanisina

varildi.

Bor bilesikleri varliginda gozlenen protein degisiklikleri incelendiginde, hem tek
baslarina hem de TNF-a ile birlikte NFxB p65 fosforilasyon ve protein seviyelerinin bir
miktar azaldig1 belirlendi. Bor bilesikleri tek baslarina IkBa fosforilasyonunu azaltirken,
TNF-a ile birlikte 2,5 kat artan pIKB-a(5¢®? seviyesini etkili bir sekilde azalttiklari

g6zlendi. IKB-a protein seviyesinde ise tek baslarina bor bilesikleri belirli bir miktar
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artisa yol acarken, TNF-a varliginda gozlenen 2,1 katlik azalis1 engelleyerek IKB-a
protein seviyelerinin artmasina yol a¢tig1 gozlendi. Ozellikle ETD 67’nin IKB-a protein
seviyesini yaklasik 2 kat artirdig belirlendi. Bu veriler dogrultusunda TNF-a varliginda
IKB-a fosforilasyonu ve degredasyonu aracilifiyla gézlenen NFxB aktivasyonunun bor

bilesikleri ki 6zellikle ETD 67 ile engellenerek baskilandigi sonucuna varildi.

IkB proteinleri inhibitér kappa B kinaz (IKK) enzimi tarafindan fosforillenir ve IKB-
a’nin degrede olarak NFxB’nin aktif olmasi saglanir (Christian ve ark. 2011, Concetti ve
Wilson 2018, Sun 2011). Bu tez ¢alismasinda da bor bilesikleri varliginda IKK-a protein
seviyesinin azaldigi belirlenirken, IKK-B protein seviyesinde anlamli degisiklikler
olmadig1 gbzlendi. Bu baglamda bor bilesiklerinin 6zellikle IKK-a protein seviyesini

azaltarak NFkB aktivasyonunu engelleyebilecegi sonucuna varildi.

Apoptotik uyarma PARP’i aktive eder. PARP1 de kalpain aktivasyonu, RIP kinazlarin
aktivasyonu yahut PAR polimerazlar yontemiyle apoptoza neden olur. Son olarak bu tez
kapsaminda bor ve tiirevlerinin apoptoz iizerine etkisi olup olmadig1 merak edilip BA ve
ETD 67 varliginda apoptoz regiilasyonu ile iligkili olarak PARP protein seviyeleri
incelendi. PARP seviyesinin bor bilesikleri varliginda genel olarak azaldigi ancak
Ozellikle TNF-o ve ETD 67 uygulamasinda 15,9 ve 13,1 kat olacak sekilde azalislar
oldugu belirlendi. Bu veriler ile 6zellikle ETD 67°nin MCF-7 meme kanseri hticrelerinde

apoptozu tetikleyebilecegine dair kanir elde edildi.

Yiiksek konsantrasyonlarda borik asit ve boronik asit IkBa degredasyonunu onleyip
NF«B sinyalini bozarak karsinojenik ilerlemeyi yavaslatmaktadir (Durick ve ark. 2005).
Yapilan bir ¢alismada borun; IF-y, IL-1B, TNF-a ve NFxkB'nin yiiksek ekspresyonlarinin
sebep oldugu enflamasyonu inhibe edip ekspresyon seviyelerini tersine cevirdigi
gbzlemlenmistir. Yapilan bir diger ¢alismada ise si¢anlara bor verildiginde; IF-gamma,
TNF-0, IL-1 B ve NFKB’nin ekspresyon seviyeleri belirgin sekilde azalmis ve bu
sonuglar borun; enflamatuar yanitt baskilayarak doku hasarinin iyilesebilecegini
gostermistir (Ucaroz ve ark. 2018). Bu bilgiler ile uyumlu olarak tez ¢alismasinda NFxB
p65 proteininin seviyesi ve aktivasyonun ve bdylece sitokin saliniminin azalmasi

nedeniyle BA ve ETD 67 gibi bor bilesiklerinin anti-enflamatuar bir etki
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gosterebilecegine ve ayni zamanda apoptozu indiikleyebilecegine dair kanitlar elde
edilmistir. Bununla birlikte bu hipotezin dogrulanabilmesi i¢in daha ileri diizeyde
calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda tek doz ve tek sure
seklinde denemeler gergeklestirilmistir. Dolayisiyla doz ve siire uygulamalari
genisletilerek daha farkli deney setlerinin kurulmasiyla, Elisa veya immiinopresipitasyon
gibi yontemler ile interlokin salimimlarinin protein seviyesinde incelenmesiyle, NFxB
sinyal yolagindaki proteinlerin sitoplazmik ve niikleer fraksiyonlarindaki farkliliklarin
belirlenmesiyle ve apoptoz regiilasyonunun ayrintili bir sekilde incelenmesi ile daha
ayrintili sonucglar elde edilecegi ve bu sekilde c¢alismanin daha ileri seviyelere

tasinabilecegi diisliniilmektedir.
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