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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BOR BILESIKLERININ DNA HASARI VE ONARIMINDAKI ROLUNUN BENIGN
PROSTAT HIPERPLAZISI (BPH-1) HUCRELERINDE ARASTIRILMASI

Yusuf YAY

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damsman: Dr. Ogr.Uyesi Burcu ERBAYKENT TEPEDELEN

Benign Prostat Hiperplazisi sik bir sekilde erkeklerde goriilen benign bir adenomdur ve
mesane ¢ikiminda tikanikliga sebep olmaktadir. En yaygin goriilen etkileri ise prostat
biiylimesi, prostat genislemesi ve diisiik liriner sistemi semptomlaridir. Farklilagmada,
senesens, apoptoz ve proliferasyondaki degisiklikleri igeren kompleks hiicresel
degisimler sonucu meydana gelmekte ve 6zellikle kronik enflamasyon siireci ile iliskili
olarak gelisim gostermektedir.

Cift zincir kiriklar1 diger lezyonlar kadar sik ortaya c¢ikmasalar da tamir mekanizmasi
oldukca zor oldugundan son derece toksik lezyonlardir. Cift iplik kopmalarina endojen
veya ekzojen DNA hasar ajanlari aracilik edebilir. Hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tiirlerinin veya irinotekan, doksorubisin ve etoposit gibi topoizomeraz I ve II'nin aracilik
ettigi DNA'nin ligasyonunu engelleyen ajanlarin olusumu ¢ift zincir kiriklarina yol agar.
Serin 139 amino asit {izerindeki histon H2AX fosforilasyonu, ¢ift zincir kiriklarimin
mevcudiyeti igin spesifik bir gosterge olarak kabul edilir.

Bor, cesitli yapisal ve fonksiyonel rolleri ile biyokimyasal yolaklar1 destekleyen yararl
bir biyoaktif gida bileseni ve hayvanlar ve insanlar i¢in gerekli olan bir iz elementtir.
Hayvan g¢alismalar1 ve sinirli sayida epidemiyolojik calismada, borun gesitli metabolik
aktiviteler lizerine etki ederek sagliga yararli etkileri oldugu gosterilmistir. Bor ve
tirevlerinin anti-enflamatuvar ve immiin yanit diizenleyici 6zellikleri sebebiyle, BPH
benzeri hastaliklarin tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir.
Biitiin bu bilgiler kapsaminda ¢alismada BPH-1 hiicre hattinda bor ve tiirevlerinin DNA
hasar1 iizerindeki etkisinin molekiiler seviyede incelenmesi amaglanmistir. Ilk olarak
BPH-1 hiicrelerine BA (Borik Asit) ve BO (Bor Oksit) uygulanarak sitotoksisite
denemeleri gergeklestirildi. Uygun zaman ve konsantrasyon degerlerinin belirlenmesinin
ardindan BA ve BO'in DNA hasar1 ve onarimu iizerine etkisi pH2AX, pATM, pATR ve
p53 protein seviyelerine bakilarak western-blot yontemiyle analiz edildi. Bunun yani sira
immiinofloresan goriintiileme yapilarak pH2AX ve pATM odak sayimlariyla DNA hasari
miktari 6l¢iildii. Tez ¢aligmasi gercevesinde azalan H2AX odak olusumlari nedeniyle BA
ve BO’in BPH-1 hiicrelerinde doksorubisin ve H2O ile yaratilan DNA hasarini
azaltabilecegi ve koruyucu bir rol oynayabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Bor Bilesikleri, BPH-1, DNA Hasari, pH2AX, pATM

2021, xi + 78 sayfa.
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MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE ROLE OF BORON COMPOUNDS IN DNA DAMAGE
AND REPAIR IN BENIGN PROSTATE HYPERPLASIA (BPH-1) CELLS

Yusuf YAY

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Burcu ERBAYKENT TEPEDELEN

Benign Prostatic Hyperplasia (BPH) is one of the benign adenomas that causes
obstruction in the bladder outflow in men. Prostate enlargement and lower urinary tract
problems are the most prevalent side effects. Processes in differentiation, senescence,
apoptosis, and proliferation occur as a result of complicated cellular changes.

Although double chain fractures are not as commonly seen as other lesions, they are
particularly hazardous due to the difficulty in repairing them. Endogenous or exogenous
DNA damaging agents can cause double-strand breaks. Double-strand breaks are caused
by reactive oxygen species such as hydrogen peroxide, as well as agents that impede
topoisomerase | and Il-mediated DNA ligation, such as irinotecan, doxorubicin, and
etoposide. Phosphorylation of histone H2AX on serine 139 amino acids is thought to be
a particular indication of double-strand breaks.

Boron is one of the bioactive food components that supports metabolic pathways through
its many structural and functional activities, and it is a necessary trace element for both
animals and humans. Tubing has been demonstrated to have favorable benefits on health
in animal studies and a small number of epidemiological studies by acting on numerous
metabolic functions. Thanks to its anti-inflammatory and immune response-regulating
capabilities, boron and its compounds could potentially be employed in the treatment of
disorders like BPH.

In light of this, the goal of our research was to look into the effect of boron and its
derivatives on DNA damage at the molecular level in the BPH-1 cell line. First, BPH-1
cells were seeded, then BA (Boric Acid) and BO (Boron Oxide) cytotoxicity tests were
performed. The effects of BA and BO on DNA damage were investigated using the
Western-Blot method, looking at pH2AX and pATM protein levels, after finding the right
duration and concentration. In addition, immunofluorescence imaging was used to
determine the degree of DNA damage using pH2AX and pATM focal counts. In the
framework of the thesis study, it was concluded that BA and BO could reduce DNA
damage caused by doxorubicin and H20. in BPH-1 cells and play a protective role due to
decreased H2AX foci formation.

Key words: Bor Compounds, BPH-1, DNA Damage, pH2AX, pATM

2021, xi + 78 pages.
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1. GIRIS

Benign prostat hiperplazisi sik olarak erkek bireylerde goriilen benign bir adenom olup
kronik enflamasyonla birlikte prostat biiyiimesiyle iligkili ciddi klinik semptomlara yol
acan karmagik ve kompleks bir olusumdur (Sutton ve ark. 2006, Penna ve ark. 2009).
BPH; hiicre proliferasyonunda, apoptozda, farklilasma ve senesens siireclerinde
gerceklesen hiicresel degisikliklerden meydana gelmektedir (Castro ve ark. 2004,
Hallstrom ve ark. 2008, Penna ve ark. 2009, Schauer ve ark. 2011). Bunlarin yani sira son
zamanda gergeklestirilen ¢aligmalarla, meydana gelen bir¢ok kompleks degisimin yara
iyilesme siireci ve kronik enflamasyonla ilgili oldugu rapor edilmistir (Schauer ve ark.
2011). Patofizyolojik olarak enflamatuvar yanit ile iligkili doku hasar1 BPH nodiillerinin
ve prostat kanseri 0nciil lezyonu olan proliferatif enflamatuvar atrofi alanlarinin gelisimi
ile sonuglanmaktadir. Enflamatuvar kosullar, epitel hiicreleri tarafindan reaktif oksijen
(ROT) ve nitrojen (RNT) tiirlerinin salinmasina yol agarak DNA ve/veya doku hasarina
neden olmaktadir. Sonu¢ olarak enflamatuvar kosullar altinda DNA hasar1 tamir
mekanizmalar1 ve oksidatif stres regiilasyonu normal hiicrelerin transformasyonunda ya

da kanser gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Kawanishi ve ark. 2017).

Insan organizmasina alman bor ve tiirevlerinin viicut stvilarinda %96 oraninda borik asit
(B(OH).) olarak temsil edildigi kabul edilmektedir (Korkmaz ve ark. 2007, Bakirdere ve
ark. 2010, Nielsen ve ark. 2011). Bor ile ilgili yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar, borik
asidin (BA)’in hidroksil gruplarina gosterdigi ilgiden dolay1 borun biyolojik etkisinin ¢ok
cesitli oldugunu sdylemektedir. Yapilan caligmalar insan ve hayvanlarda borun
embriyonik gelismede, enerji substrat metabolizmasinda, mineral metabolizmasinda,
kemik yapis1 ve fonksiyonunda, enflamatuvar yanitta ve diger fizyolojk fonksiyonlarda
onemli regiilator rollere sahip oldugunu gostermistir (Hu ve ark. 2014, Khalig ve ark.
2018). Bununla birlikte bor; peptidaz, proteaz, proteazom, arginaz, nitrik oksit sentaz ve
transpeptidaz gibi enzimlerin etkili bir inhibitorii olarak fonksiyon gostermekte ve bu
nedenle kemo-koruyucu olarak 6nem tagimaktadir (Gallardo-Williams ve ark. 2003,
Bradke ve ark. 2008, McAuley ve ark. 2011). Ayrica bor bilesikleri prostat kanseri basta
olmak iizere diger kanser tiirleri i¢in de koruyucu ve/veya kemoterapotik ajanlar olarak

tanimlanmaktadir (Li ve ark. 2017). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar bor alimimnin



artmasi ile birlikte kanser riskinin ve DNA hasarimin azalmast ve antioksidan
seviyelerinin artmasinin iligkili oldugunu rapor etmektedir (Tepedelen ve ark. 2016,
Yamada ve Eckhert 2019). Ornegin, borik asidin NADPH seviyesinin regiilasyonunda
etkin rolii oldugu ve antioksidan seviyelerini artirdig1 gosterilmistir (Chapin ve ark. 1998,
Korkmaz ve ark. 2019). Ayrica bordan yoksun erkek ve kadinlara (0,25mg/giin) yapilan
bor takviyesi (3mg/giin) eritrosit siiperoksit dismutaz konsantrasyonunu 6nemli derecede
arttirmaktadir (Nielsen, 1996). Bununla birlikte kalsiyum fruktoboratin oksidatif strese
maruz birakilan kiiltlir hiicrelerinde hiicre i¢i siiperoksit iyonlarinin miktarin1 azalttigi
bulgulanmistir (Nielsen ve Meacham 2011). 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada borik
asidin NAD’in metabolik {irlinii olan siklik ADP riboz (cyclic ADP ribose/cADPR) ile
etkilestigi ve BA sinyal yolaginin ARE (antioksidan yanit elemanlari/antioxidant
response element)-regiile genler ile iliskili oldugu gosterilmistir (Yamada ve Eckhert
2019). Khaliq ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada diisiik dozda (160mg’a kadar) borun
enzim aktivitesini regiile ettigi, antioksidan sistemini gelistirdigi ve bobrek gelisimini
artirdigi rapor edilmistir (Khalig ve ark. 2018). Siganlarda sisplatin toksisitesinin
incelendigi bir ¢alismada ise borik asidin ve boraksin farkli dozlarda sisplatin tarafindan
yaratilan enflamasyonu ve oksidatif stresi azalttig1 bulgulanmistir (Hazman ve ark. 2018).
Ayrica BA’in selenometiyonin ve genistein gibi kemopreventatif ajanlarin anti-
proliferatif etkinligini artirdig1 ve kanser hiicrelerini iyonize radyasyona (IR) kars1 daha
duyarli hale getirdigi bulgulanmistir (Barranco ve ark. 2007). Sonug¢ olarak yapilan
calismalar borun anti-enflamatuvar, anti-karsinojen ve anti-oksidan ajan olarak rol
oynayabilecegine dair kanitlar sunmaktadir. Bununla birlikte bor ile ilgili yapilmis olan
caligmalara bakildiginda gerek borik asit gerekse diger farkli bor bilesiklerinin DNA
hasar1 onarimindaki rollerine dair herhangi bir arastirma yapilmadig: ve bu konuda ciddi

bir eksiklik oldugu gortilmektedir.

Cok sayidaki etiyolojik hipotez, prostat enflamasyonunun BPH'in baslamasina yol
actigimi One stirmektedir. Kronik prostat enflamasyonu olan hastalarin, yiiksek BPH
gelistirme riskine sahip olduklar1 gosterilmistir. (Chughtai ve ark. 2011, Schauer ve ark.
2011). Kronik enflamasyon siireci ise, uzun siire boyunca yiiksek ROT seviyeleri ile DNA
hasarmi tetiklemektedir (Khandrika ve ark. 2009). Bu bilgiler 1s181nda enflamasyon

kaynakli olarak gelisim gosterdigi diistiniilen BPH patogenezinde DNA hasar1 onarim



mekanizmalarinin 6nemli olmas1 nedeniyle borik asit (BA) ve bor oksit (BO) gibi farkli
bor bilesiklerinin DNA hasar1 olusumu ve tamirindeki rolleri arastirildi. Bu amacla
Doksorubisin ve H20; gibi farkli DNA hasar1 ve oksidatif stres ajanlari bor bilesiklerinin
varliginda ve yoklugunda BPH-1 hiicrelerine uygulanarak DNA hasar1 miktar, DNA
hasar1 tamirinde rol oynayan proteinlerin seviyeleri ve gen ekspresyon degisiklikleri

arastirildi.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Prostat Bezi

Insan prostat bezi, yetiskinlik siiresince biiyiimeye devam eden tek i¢ organlardan
birisidir. Bu biiylimeye ve hastaliga yol agan patolojik degisiklikler esasen
bilinmemektedir. insan prostat bezi, 6ncelikle diiz kasta olusan bir fibromiiskiiler stroma
icinde glandiiler asinde diizenlenmis salgi epitelinden olusur. Stromal bodlge ayni
zamanda fibroblastlar, bagisiklik ve sinir bilesenlerini igerirler. Stromal ve epitelyal
hiicrelerinin her biri etkilesimli bir sekilde benign prostat hiperplazisinin olusumu ve

evrimiyle alakalidir (Schauer ve ark. 2011).

Gelisimsel olarak prostat dokusu, dallanma morfogenezi olarak adlandirilan yiiksek
oranda korunmus bir silirecle meydana gelir. Burada {irogenital siniisten epitel
tomurcuklar1 bitisik mezenkim i¢ine dogru ¢ikinti yapar, daha sonra uzar ve bifiirkat
terminal uglu bir dal agina dontistir (Risbridger ve ark. 2005). Bu terminal uglari sonunda
renal veya brongiolar aglarda gozlenen benzer bir prosesle epitelyal kanal sistemine yol
acar ve toplu olarak yetigkin prostatin nihai boyutunu ve seklini saglarlar (Risbridger ve
ark. 2005). Insanlarda yetiskin prostat bezi iiretra tiipiiniin mesaneden inen ilk 3 cm'lik
kismini {iretra ve ejakiilator kanallar1 verumontanum adi verilen bir divertiikiil kavsakta
baglar. Bu yapida kadin rahmini olusturan gelisimsel katmandan kalan bir kalintidir
(Hunter ve Davies 1997). Bu gelisimsel siire¢ bir lober yapinin morfogenezinde 4 ayri
anotomik bolge olusumuna yol agar; periferik, merkezi, gecisli ve anteriér fibromiiskiiler
on Dbolge (Sekil 2.1). Merkezi bolge ejakiilatér kanal baglantilarini igerirken,
fibromiiskiiler 6n bolge herhangi bir glandiiler yapidan yoksundur. Periferik bolge total
prostat hacminin yaklasik %70'ini olusturur ve prostat adenokarsinomunun
cogunlugunun olustugu yerdir. Gegis bolgesi ise prostat hacminin sadece %5’ini temsil
eder ve bununla beraber benign prostat hiperplazisinin meydana geldigi miinhasir

bolgedir (McNeal 1981).
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Sekil 2.1. Insan prostatinin zonal anatomisinin semas1 (Schauer ve ark. 2011).

Benign prostat hiperplazisi 60 yas lizerindeki erkek bireylerin %70'inden fazlasinda
ortaya cikan yaygin bir hastalik olup hasta popiilasyonunda 6nemli morbidite ile
sonuglanmaktadir. Prostat epitel ve stromal hiicrelerinin artan biiyiimesi ile karakterize
olan benign prostat hiperplazisi yash erkeklerde son derece yaygin olarak goriilen bir
hastaliktir (Castro ve ark. 2004).

2.2. Benign Prostat Hiperplazisi (BPH-1)

Benign prostat hiperplazisi (BPH) son yillarda erkeklerde sik bir sekilde gbzlenen benign
bir adenom olmakla birlikte mesane ¢ikiminda tikaniklik meydana getirerek prostat
biiylimesi ve kronik enflamasyonla iliskili klinik diizeyde semptomlara neden olan
karmasik ve kompleks bir sendrom olarak nitelendirilmektedir (Sutton ve ark. 2006,
Penna ve ark. 2009). Yasla birlikte BPH gelisimi artis gostermekte ve erkeklerin yaklagik
olarak %40" bu rahatsizliga yakalanma riski tasimaktadir (Fong ve ark. 2005, Schauer ve
ark. 2011). BPH'n etiyolojisinde bazi yonlerde belirsizlik siirmesiyle birlikte, ¢ok
sayidaki mekanizmanin BPH'!n ilerlemesinde ve patogenezinde rol oynadigi ileri
stiriilmiistiir (Briganti ve ark. 2009). Bunlardan birincisi yaslanmadir ve BPH'm
gelisiminde ve alt iiriner sistem semptomlariyla (AUSS) uyumlu olmasi durumu en

onemli risk faktdriinii temsil etmektedir. Ileri yastaki erkeklerde, biiyiime yolagindaki



etkilesimlerin ve ciddi derecedeki doku yeniden bi¢imlendirme isleminin meydana
gelmesinin prostat biiyiimesine yol agtig1 ortaya koyulmustur (Untergasser ve ark. 2005).
Ikinci olarak, BPH ilerlemesi ve patogenezi kapsaminda hormonel degisikliklerin etkin
oldugu onerilmektedir. Esasinda, BPH'in gelisiminde testikiiler androjenlerin varligina
ihtiya¢ duyulmaktadir ve BPH dokusu normal prostat bezi dokusundan daha yiiksek
dihidrotestesteron aktivitesine sahiptir (Roberts ve ark. 2004, Siiteri ve Wilson 1970).
Nihai olarak son yillarda prostatik enflamasyonun BPH ilerlemesi ve patogenezinin
onemli bir parcas1 olarak rol oynadig1 ortaya ¢ikmustir. Ilging olarak enflamatuvar
infiltratin doku hasarina ve daha sonra prostat biiyiimesini belirleyebilen kronik bir yara
iyilesmesi siirecine yol agtig1 hipotezi ortaya atilmistir (De Nunzio ve ark. 2012, De
Nunzio ve ark. 2011, Alcaraz ve ark. 2009). Yalnizca ABD' de yilda yaklasik olarak 4
milyar gibi bir harcama ile 300.000'den fazla olan BPH operasyonunun
gergeklestirilmesinden dolay1 yeni tedavi yontemleri i¢in hedef olabilecek terapotik
ilaglar ve mekanizmalar1 anlamaya yonelik olan ihtiyacit sert bir bigcimde ortaya

koymaktadir (Schauer ve ark. 2011).

BPH hiicrelerine histolojik olarak bakildiginda prostatik epitel ve stromal hiicrelerinin
yiiksek miktarda prolifere olmasiyla tanimlanmakta ve ayrica proliferasyon, yaslanma,
apoptoz gibi ciddi hiicresel mekanizmalarda meydana gelen kompleks hiicresel
diizeydeki degisiklikler sebebiyle gerceklesmektedir (Castro ve ark. 2004, Hallstrom ve
ark. 2008, Penna ve ark. 2009, Schauer ve ark. 2011). BPH gelisiminde en 6nemli risk
faktorleri yaslanma, Gstrojenler, androjenlerin varligi, enflamasyon siireci ve adrenerjik
reseptorler oldugu rapor edilmistir (Siejka ve ark. 2010). Bunlarin yani sira son
zamanlarda gergeklestirilen birgok c¢alisma ile, meydana gelen bircok kompleks
degisikliklerin yara iyilesme siireci ve kronik enflamasyon siiregleri ile yakindan alakali
oldugu daha anlasilabilir hale gelmistir. BPH hastaliginin olusum ve gelisim siirecinde
kronik yara tamiri yanitinin ger¢eklesme olasilig1 oldukga yiiksektir (Schauer ve ark.
2011). BPH'1 tedavi etmek amaciyla uygulanan medikal yontemler finasterid gibi 5-a
rediiktaz inhibitorlerini ve terasozin gibi adrenerjik bloke edici ajanlar1 igermektedir.
Farmakolojik tedavi yontemlerinin cerrahi miidahalede diisiise sebep olmasina ragmen
kullanilan bu ilaglar uzun siireli bir etki saglamamakla birlikte bazi hastalar i¢in bu tedavi

yontemi uygun olmamaktadir. Ayrica, lutein salgilatict hormon (LHRH) antogonistleri



ve anti-androjenler benzeri diger hormonal tedavilerin kabul edilebilirligi ve etkinligi
diistiktiir. Bu nedenle, BPH'nin tibbi tedavi modalitelerinin daha da gelistirilmesine

ihtiyag vardir (Siejka ve ark. 2010).

Cok sayidaki etiyolojik hipotez, prostat enflamasyonunun BPH'in baslamasina yol
actigint 6ne siirmektedir. Kronik prostat enflamasyonu olan hastalarin, yiiksek BPH
gelistirme riskine sahip olduklar1 gosterilmistir. BPH, yasa bagli olarak hormon seviyeleri
ve kronik enflamasyon ile iliskili doku homeostazindaki degisimlere yanit veren reaktif
bir fenotip olarak karakterize edilebilir. Cok sayida yapilan c¢alismada degisen
sitokin/kemokin ekspresyon seviyesi ve pro-enflamatuvar sitokinlerin BPH gelisimiyle
alakali oldugu raporlanmistir (Chughtai ve ark. 2011, Schauer ve ark. 2011). Prostat
mikrogevresi tarafindan tiretilen pro-enflamatuvar sitokin IL-8’in, kronik enflamasyon ile
hiicre proliferasyonu arasinda dnemli bir baglant1 olusturdugu ve ayni zamanda giivenilir
bir BPH belirtecini temsil ettigi diisiiniilmektedir (Penna ve ark. 2009, Chughtai ve ark.
2011, Schauer ve ark. 2011). Harici bir uyari durumunda, prostat epitel hiicreleri
tarafindan tiretilen IL-8, epitel hiicrelerinde FGF2'nin indiiklenmesiyle bitisik stromal
hiicrelerin ¢ogalmasini dogrudan uyarir. FGF2 molekiilii esas olarak bir otokrin stromal
biliylime faktorii ve kiigiik 6l¢iide bir parakrin epitelyal biliylime faktorii olarak gorev
almaktadir. Bu yolla, IL-8, BPH patogenezi i¢in 6nemli olan geg¢is bolgesinde anormal

proliferasyonu indiikler (Giri ve ark. 2001, Castro ve ark. 2004).

Enflamasyonda 6nemli bir rol oynayan bir pro-enflamatuvar sitokin olarak karakterize
edilen ilk insan kemokini IL-8 molekiilidiir (Kim ve ark. 2005). Reseptorleri, sinyal
mekanizmalari, i¢ boyutlu yapisi ile tiimor gelisimi, anjiyogenez, mitoz ve doku
modellemesindeki fonksiyonlar1 gibi ¢ok sayidaki ozelligi olduk¢a iyi bir sekilde
bilinmektedir (Hoffman ve ark. 2002, Zhang ve ark. 2012). IL-8 molekiilii dis bir etken
ve uyaran olmadig siirece ve saglikli dokularda oldukga diisiik seviyelerde tutulmaktadir.
TNF-a ve IL-1 gibi pro-enflamatuvar sitokinler, hiicresel stres, viral ve bakteriyel tiriinler
gibi uyaricilarin varliginda ise sinyal yolaklari transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
seviyede IL-8 ekspresyonunu hizli bir sekilde aktive etmektedir (Hoffman ve ark. 2002,
Kim ve ark. 2005). Bakteri ve EGF gibi uyaranlar 5-10 kat arasi IL-8 salinimina yol
acarken TNF-o ve IL-1 gibi uyaranlar 100 kattan daha fazla IL-8 artisina yol



agmaktadirlar. Bu uyaricilarm haricinde hiicre icerisinde artan Ca*? seviyesinin NF-kB
niikleer translokasyonunu artirarak IL-8 ekpresyonunu uyardigi bulunmustur (Kim ve
ark. 2005). IL-8 miktarinin maksimum seviyeye ulasmasi ti¢ farkli mekanizmanin
kombinasyonu ile gerceklesir; ilk olarak gen promotorunun derepresyonu (reseptor genin
inaktivasyonu), ikinci olarak NF-kB ve JNK yolagi vasitasiyla genin transkripyonel
aktivasyonu ve tgiinciisii ise p38 MAPK yolag: aracilig1 ile mRNA stabilizasyonudur.
Bu mekanizmalarin gerg¢eklesmesinden sonra hiicreler salgilanan IL-8 molekiiliiniin
miktarini hizli bir sekilde arttirabilmekte ve doku hasarinin meydana geldigi bolgelerdeki

16kosit saldirisinin boyutunu da kontrol altina alabilmektedir (Hoffman ve ark. 2002).

IL-8 gen promotoru bir NF-kB baglanma bolgesi igermektedir ve bu bolge tiim hiicre
tiplerinde IL-8 aktivasyonu i¢in gerekli olmaktadir. IL-1 uyarisindan yaklasik olarak 60
dakika sonra NF-kB p65 biriminin IL-8 promotoruna baglandigi ve hemen sonrasinda
RNA Polimeraz-II'nin hizli bir bigimde bdlgeye yerlestigi bulunmustur. Bu olaymn
meydana gelmesi de NF-kB'nin [IL-8 transkripsiyonundaki o6nemi ve roliini
gostermektedir. Buna ek olarak IL-8 promotoru ayni zamanda C/EBP (CAAT/enhancer-
baglanma proteini) ve AP-1 (aktive edici protein-1) proteinlerinin baglanmasi i¢in de
baglanma bolgeleri igermektedir. Bu bolgeler maksimum gen ekspresyonu igin
gerekmekle birlikte NF-kB baglanma bolgesinden ayri olarak indiiksiyon i¢in zorunlu
degildir. AP-1 proteini ise JNK, ERK ve p38 MAPK yolaklar1 olmak iizere ii¢ farkli
MAPK yolag1 ile aktive olmaktadir ve bu yolaklar IL-8 ekspresyonuna katki
saglamaktadir (Hoffman ve ark. 2002). Buna ilaveten bazal ve epitel tabakadaki
diizensizlik de enflamatuvar aract maddelerin salinimi ile sonuglanmaktadir. MMP-12
aracilifiyla yikimi gerceklesen ECM de epitel hiicrelerinin ERK1/2 yolag: araciligiyla
IL-8 iiretimini yiiksek seviyede uyarmaktadir (Quement ve ark. 2008). Ote yandan bir
serin proteazi olan "hepsin" molekiiliinlin prostat epiteli tarafindan yiliksek miktarda
eksprese edilmesi sebebiyle bazal tabakanin yiiksek oranda pargalanarak prostatik
enflamasyona ve kontrol edilemeyen epitel hiicre biiylimesine ve hiperplazisine sebep
oldugu bir fare modellemesinde agikca ortaya konmustur (Schauer ve ark. 2011). Nihai
olarak prostatik bir enflamasyonun varligt BPH gelisiminin klinik a¢idan 6ngoriilmesine

imkan vermektedir. Ancak BPH i¢in kullanilan anti-proliferatif ve anti-enflamatuvar



terapilerin klinik yanitlarin1 degerlendiren veriler oldukca kisith ve diisiik diizeydedir
(Penna ve ark. 2009).

2.3. DNA Hasar

Organizmalarin tiim genetik bilgilerini tasiyan DNA molekiilleri, ¢evresel faktorler
nedeniyle ya da dogal olarak zarar goriir. Metabolik faaliyetler ve ¢evresel faktorler
nedeniyle, her giin insan hiicrelerinde 1 milyon hiicre zarar gorebilmektedir. Bu faktorler
DNA'nin yapisini degistirebilir ve dolayisiyla genetik bilginin diger nesillere aktarimini
degistirebilir. Ekzojen veya endojen faktorlerin etkisi altinda, genetik materyalin
molekiiler biitiinliigiindeki tiim bu degisikliklere "DNA hasar1" denir (Dinant ve ark.

2008).

Biitiin organizmalar (bakteri, maya, baliklar ve insanlar dahil), hiicreleri DNA hasarindan
korumak ve genetik materyalin evrim siiresi boyunca degismeden kalmasini saglamak
icin DNA onarim mekanizmalari gelistirmistir (Valerie ve Povirk 2003). DNA onarimi;
hiicre oliimii, replikasyon hatalari, mutasyon, genom dengesizligi, DNA hasarinin
stirekliligi gibi tiim siirecleri azaltmak i¢in kullanilir. Tek zincir kiriklarindan baz
alkilasyonuna kadar farkli DNA hasar tiirlerine géore DNA onarim mekanizmalari
secilmektedir (Lord ve Ashworth 2012, Rossetto ve ark. 2010). Birgok deneysel ve
epidemiyolojik veri, DNA hasari ile onarim mekanizmalarindaki kusurlar ile yaslanma,
kanser ve c¢ok c¢esitli genetik hastalik arasinda nedensel bir iliski oldugunu
gostermektedir. DNA onarim mekanizmasi, genom stabilitesini ve hiicrelerin hayatta

kalmasini saglamak i¢in gerekli molekiiler biyolojik mekanizmalardan biridir (Dinant ve

ark. 2008, Huen ve Chen 2008).

2.3.1 DNA cift zincir kiriklar

Dis etkenler veya normal hiicre i¢i metabolik aktiviteler sonucunda DNA omurgasinda
yer alan fosfodiester baglarinin kirilmasiyla ¢ift zincir kiriklart meydana gelmektedir
(Hallstrom 2007). Topoizomeraz-l ve topoizomeraz-Il enzim aktivitelerinin

basarisizligindan ve DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen yanlis eslesmelere bagh



olarak fizyolojik siirecte ¢ift zincir kiriklar1 meydana gelebilmektedir. Ayn1 zamanda
oksidatif solunum ile redoks tepkimeleri sonucunda meydana gelen ROT'lardan dolayida
DNA hasar1 meydana gelebilmektedir. Ek olarak enflamasyon ile enfeksiyon meydana
gelen bolgelerdeki makrofaj ve nétrofiller ROT ve RNT bilesikleri olugsmasina sebep
olmaktadir (Jackson ve Bartek 2009). Boylelikle meydana gelen serbest radikallerin seker
molekiilerine oksidatif saldiris1 nedeniyle tek zincir kiriklar1 meydana gelmektedir
(Jackson ve Bartek 2009, Polo ve Jackson 2011). Lezyonlarin olusmasiyla birlikte bu
bolgedeki hasar enzimatik ve kimyasal bir degisime ugradiginda, DNA-replikasyon
birimleri bu hasarla karsilastiginda ve komplementer DNA zincirlerinde birbirine yakin
lokasyonlarda bir tek zincir kirigi meydana geldigi zaman DNA ¢ift zincir kiriklar
meydana gelmektedir (Jackson ve Bartek 2009, Lieber ve ark. 2003, Mladenov ve lliakis
2011).
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Sekil 2.2. Iyonize radyasyona maruz kalmaktan kaynaklanan tek zincir kirilmalari, hemen
veya hasarli sekerlerin kimyasal reaksiyonlar veya hasarli bazlarin enzimatik
reaksiyonlari ile CZK'lere doniistiiriilebilir (Mladenov ve lliakis 2011).

CZK'lar, hiicre oliimiine veya cesitli genetik degisikliklere (heterozigotluk kaybi,
delesyon, kromozom kaybi, translokasyon gibi) neden olan kritik lezyonlardir (Khanna
ve Jackson 2001, Shrivastav ve ark. 2008). Cift zincir kiriklar1 diger lezyonlardan daha

az siklikta olmasina ragmen oldukga toksik lezyonlardir ve onarimi zordur (Jackson ve
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Bartek 2009). Tam bir kalip zincirinin olmamasi nedeniyle onarimlar1 zor oldugundan ve
DNA molekiiliiniin siirekliligini bozdugundan, ¢ift zincir kiriklar1 genomik biitiinliigii ve
hiicre yasamini1 tehdit eder (Mladenov ve Iliakis 2011). Cift zincir kiriklari, DNA
replikasyonu veya mitozdan Once onarilamazsa hiicre oOliimiine, uygun sekilde
onarilmazsa genom kararsizligina ve tiimorlesmeye yol agmaktadir (Lees-Miller ve Meek

2003, Shrivastav ve ark. 2008).

2.3.2 DNA hasar1 ajanlar1 ve Kosullari

Ekzojen veya endojen olarak DNA hasari ajanlari ile birlikte ¢ift zincir kiriklart meydana
gelmektedir (Czornak ve ark. 2008, O'Driscoll ve Jeggo 2006). Histon H2AX'in karboksi
(C)-terminal kuyrugundaki serin 139 amino asidinin fosforilasyonu (yH2AX®139)y cift
zincir kiriklarinin varhiginin spesifik bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Ohnishi ve
ark. 2009). Iyonize radyasyon, enerji yogunlasmasi vasitastyla dogrudan veya dolayl
olarak ROT olusumu yoluyla ¢ift zincir kiriklarininin meydana gelmesine neden
olmaktadir (Lieber ve ark. 2003, O'Driscoll ve Jeggo 2006, Shrivastav ve ark. 2008).
yH2AXGe39) odaklarr sadece iyonize radyasyona maruz kalinmasi nedeniyle degil
hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin veya irinotekan, doksorubisin ve etoposit
gibi topoizomeraz I ve II'nin aracilik ettigi DNA'nin ligasyonunu engelleyen ajanlara
maruz kalinca da meydana gelmektedir. Tek islevli alkilleyici maddelerle (N-metil-N-
nitro-N-nitrosoguanidin ve adoksiloksin gibi) liretilen DNA hasari da ¢ift zincir

kiriklarina ve YH2AX®%) odak olusumuna yol agmaktadirlar (Ohnishi ve ark. 2009).

Tek zincir kiriklar1 genel olarak baz-eksizyonu tamir enzimleri veya DNA replikasyon
cataliyla etkilesime girerek potansiyel bir sekilde ¢ift zincir kirigina déniisme yonelimi
gosterirler (Thompson ve Limoli 2000). Tek zincir kiriklari serbest radikallerle birlikte
dogrudan veya daha yaygin bir sekilde apiirinik bolgelerin veya sitozin deaminasyonunun
ya da diger hasarli bazlarin tamiri sonucunda meydana gelmektedir. Ornek olarak
oncelikli islevi tek zincir kirigr olusturmak olan 4-nitroiquinoline-N-oxide ve hidrojen
peroksit (H202) de gift zincir kirigi meydana getirmektedir (Lieber ve ark. 2003, Ohnishi
ve ark. 2009). Tek zincir kiriklar, ¢ift zincir kiriklarindan farkli bir sekilde insan

hiicrelerinde yaygin olarak bulunan endojen DNA lezyonlaridir ve normal bir hiicrede
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%1 oraninda olusan DNA tek zincir kirngiin yaklasik olarak 50 endojen ¢ift zincir

kirigina doniistiiriildiigii rapor edilmistir (Ohnishi ve ark. 2009).

Mayoz boliinme siirecinde homolog kromozomlar arasinda rekombinasyon meydana
gelebilmesi i¢in senesens, apoptotik DNA fragmentasyonu, hematopoiteik V(D)J
rekombinasyonu gibi siireclerde programli olarak DNA ¢ift zincir kiriklari meydana
getirilir (Thompson ve Limoli 2000, Ohnishi ve ark. 2009). Buna ek olarak telomer
uzunlugunun 6nemli derecede kisalmsi da ¢ift zincir kiriklarina sebep olmaktadir. Ayrica
S/ G2 faz1 hiicrelerinde DNA replikasyonu sirasinda CZK'larina ya da duran replikasyon
catalina cevap olarak yH2AX®39) fosforilasyonu meydana gelebilir. Bundan dolay:
normal metabalik kosullar altinda olusan spontan DNA hasari, fizyolojik kosullar
sirasinda endojen ¢ift zincir kiriklariin olusum mekanizmasina yiiksek bir sekilde katki
saglamaktadir. Hipoksi, 1s1 soku ve hiperozmotik stres gibi stresler de yH2AX et
fosforilasyonunu artirmaktadir ancak bu sekilde meydana gelen streslerin nasil bir
mekanizmayla CZK olusturdugu net olarak bilinmemektedir. (Ohnishi ve ark. 2009).
Endojen veya ekzojen c¢ift zincirli kiriklar arasindaki fark, kiriklart birlestirmeden 6nce
hangi faktor veya faktorlerin gerekli oldugunu etkiler; yani ¢ift zincir kiritlmasinin nasil
ve hangi durumda meydana geldigi tamir i¢in kullanilacak mekanizmay1 belirler

(O'Driscoll ve Jeggo 2006).

2.3.3. DNA hasan ve kronik enflamasyonda reaktif oksijen tiirii olusumu

Oksidatif stresin sebep oldugu hasar genellikle kronik enflamasyondan kaynaklanir ve
genetik olarak veya sonradan edinilmis bakteriyel, parazitik, viral enfeksiyonlar veya
kimyasal indiiksiyonlar nedeni ile olusabilirler (Hussain ve ark. 2003, Loft ve Poulsen
1996). Kronik enflamasyon siiresince, uzun siire boyunca yiiksek ROT seviyeleri DNA
hasarini tetiklemektedir. Meydana gelen bu hasar, kanserle ilgili genlerde bulunan nokta
mutasyonlar1, apoptoz, DNA onarimi ve hiicre siklusunda gorev alan temel hiicresel
proteinlerin modifikasyonlar1 bi¢iminde meydana gelebilmektedir. Ayni zamanda bu
mutasyonlarin ve hasarlarin proto-onkogenler ya da tiimor baskilayict genlerde

olusmasida kanseri tetikleyebilmektedir (Khandrika ve ark. 2009).
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Kanserlesme; baslama, gelisim, ilerleme seklinde tanimlanmis {i¢ ana basamaktan olugan
bir siiregtir. Oksidatif stres de bu li¢ ana basamakla etkilesmektedir. ROT, kanserlesmenin
baslangi¢c asamasinda, DNA iizerinde birtakim degisiklikler yaratarak, 6rnek olarak gen
mutasyonlar1 ve yapisal degisikliklerle DNA hasar1 meydana getirebilmektedir. Gelisim
basamagindaysa, hiicre-hiicre iletisiminin engellenmesi, anormal olan gen ekpsresyonlari
ve ikincil mesajc1 sistemlerin modifikasyonuna katkida bulunmaktadir. Meydana gelen
bu degisimlerin sonucu olarak, baslangigta hiicre proliferasyonunda yiikselme ya da
apoptoz seviyesinde azalmaya neden olmaktadir. Nihai olarak oksidatif stres, kanserin
ilerleme asamasinda meydana getirdigi yiiksek DNA hasari olusumu ile genomik

kararsizlig1 arttirarak kanserlesme siirecine katki saglar (Guyton ve Kensler 1993).

Son zamanlarda, ROT'larin kronik enflamasyon ile kanser arasindaki temel baglantiy1
olusturdugunu gdsteren ¢ok sayida calisma gergeklestirilmistir. Timor prométorlerinin
onemli ozelligi, enflamatuvar hiicrelerinin toplanmasi ile ROT iiretimini uyarma
kabiliyetleridir. Yapilan birtakim 6n denemelerde, ROT'larin tiimoriin baglamasindaki
rolii hakkindaki varsayim, ROT'larin birer DNA hasar1 indikleyicisi olduklart ve
mutasyon miktarmi arttirarak onkojenik birer doniisiime sebep oldugu diistincesi
yoniindeydi. Fakat yeni yapilan caligmalarda, genomik kararsizligin indiiklenmesinin
yani sira, ROT'larin belirli spesifik sinyal yolaklarin1 da aktive edebildigi, boylelikle
hiicre profilerasyonunu, anjiyogenezisi ve metastazi regiile ederek tiimor gelisimine yol

actig1 raporlanmustir (Finkel 2003, Reuter ve ark. 2010).

ROT'un kanserojen oOzelligi, hiicre proliferasyonu ile hiicre migrasyonunu artirma
yeteneginden kaynaklandig1 yapilan birgok ¢aligmayla raporlanmistir. ROT, DNA hasari
meydana getirerek tiimor gelisimini baglatan ve ayni zamanda ilerleten genetik hasarlara
neden olmaktadir. Ayn1 zamanda ROT'lar apoptoz ve senesens olaylarina sebep oldugu
icin antitimdorijenik 6zelligi de gostermektedir. Ancak ROT'larin hangi tarafta rol
oynayacaginin belirlenmesi hiicre tipi ile hiicre dokusuna ayni zamanda ROT'larin

olustugu yere ve miktarina baglidir (Reuter ve ark. 2010).

ROT'larin olugsmasi durumunda dogru bi¢imde verilecek hiicresel yanit, daha g¢ok

oksidatif hasar olusumunun bloklanmasi ve hiicre canliliginin devam edebilmesi
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bakimindan ciddi bir onem tasimaktadir. Ancak, asir1 sekilde olusan hiicresel hasar
karsisinda etraftaki hiicrelerin canliligini devam ettirmesi agisindan bu hiicrenin ortadan
kaldirilmasi ¢ok hiicreli bir organizma i¢in avantaj saglamaktadir. Bu sebeple, ROT
oksidatif stresin siddetine bagimli olarak bir hiicrenin apoptotik veya nektorik sekilde

6lumiini tetikleyebilmektedir (Finkel 2003).

Biiytime faktorleri ile sitokinler, kendi sinyal yolaginin aktivasyonuyla birlikte ikincil
mesajcilar olarak ROT'lar1 meydana getirirler ve bunu o alanda bulunan NADPH
oksidazlar aktiflestirerek yaparlar (Ushio-Fukai 2009). Ayni zamanda, ROT'lar basta
TNFa sinyali yolagi olmak iizere ¢ok sayida sinyal iletim yolaginda rol oynarlar (Liu ve ark.
2008).

ROT'lar ayn1 zamanda apoptoz ve nekroz ile ger¢eklesen hiicre oliimiinde de gorev
almaktadir. Genellikle, diisiik diizeylerdeki oksidatif stres apoptozu indiiklerken, yiiksek
miktarlardaki ROT mitokondrinin depolarizasyonuna bagimli olarak ATP iiretimini
diistirerek ATP-bagimli kaspaz aktivasyonunun bloklanmasi yoluyla nekrotik hiicre
oliimiine sebep olurlar (Takeda ve ark. 1999, Teramoto ve ark. 1999, Saito ve ark. 2006).
TNFa tarafindan indiiklenmis ROT'larin birtakim molekiiler hedefleri tanimlanmaistir.
Tanimlanan bu molekiiller, oksidatif stres olmasi durumunda artan p53 aktivasyonu
yolagi, PI3K yolagiyla p85'tir (Liu ve ark. 2008). Fakat tanimlanmis olan yolaklarin
TNFa - ROT hiicre 6limii yolaklart iistiinde onemli bir etken olup olmadigi heniiz

bilinmemektedir (Morgan ve ark. 2008).

ROT ve RNT molekiillerinin anti-timorijenik olarak etki gosterdigi durumlar birgok
calismayla ortaya koyulmustur. ROT ve RNT belli baslt hiicresel kosullar altinda anti-
tiimorijenik bir sonug olarak meydana gelen epitel hiicre yaslanmasina sebep olur. p38 yolagi
tizerinden tlimorlesme Ve hiicre proliferasyonunu disiiriir, apoptoz sinyalini regiile eden

kinaz1 (ASK-1) ise aktive ederek apoptozu arttirir (Schetter ve ark. 2010).
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Sekil 2.3. Kronik enflamasyonda gergeklesen ROT ile RNT olusumunun semasi. Reaktif
oksijen ve nitrojen tiirleri, kanserle baglantili genlerde DNA hasarlarina, DNA onarimina,
apoptoz ile birlikte hiicre siklusunda yer alan hayati derecedeki hiicresel proteinlerde
degisikliklere neden olmaktadir (Hussain ve Harris 2007).

2.3.4. DNA hasar1 meydana gelmesi durumunda hiicresel yamit mekanizmalari

DNA hasar1 meydana gelmesi durumunda olusan hiicresel yanit, kanser biyolojisi
alanindaki en Onemli alanlardan bir tanesidir (Kastan ve Bartek 2004). Hiicreler
CZK'lari1 genomun stabilitesi iizerinde en az etki ile onarilmasini saglamak icin
kompleks bir DNA hasar yaniti olusturur (Ohnishi ve ark. 2009). DNA hasarina karsi
yanit yolaklari, DNA hasar1 olmasi durumunda hiicreleri uyarip, uygun yanitlarla
organize eden sinyal iletimi ile DNA hasari onarim mekanizmalarini i¢ermektedir.
CZK'lar tarafindan aktif hale getirilen sinyal iletimi prosesi ATM, ATR gibi
fosfotidilizonitol-3 kinazla alakali olan kinazlara (PIKKs) dayanir (O'Driscoll ve Jeggo
2006). CZK tamir yolaklar1 esas olarak homolog olmayan ug¢ birlestirmeyi (NHEJ) ve
homolog rekombinasyonu (HR) igermektedir (Jackson ve Bartek 2009, O'Driscoll ve
Jeggo 2006). Bu iki yolak ise ATM ve ATR bagimlh sekilde ger¢eklesmektedir
(O'Driscoll ve Jeggo 2006).

DNA ¢ift zinciri kirigi tamirinde yer alan HR yolaginin temel islevi replikasyon ¢atalinda
meydana gelen kiriklar1 onarmak, NHEJ yolaginin ise DNA'da rastgele sekilde olusmus
¢ift zincir kiriklarmi tamir etmektedir. HR tamir mekanizmasi asil islevi kardes

kromatidlerin meydana geldigi ge¢ S ve G2 fazinda ger¢eklesmektedir (Valerie ve Povirk
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2003, Jeggo ve Lobrich 2006). Yiiksek sayida replikasyon dongiisii sirasinda replikasyon
catalinin salinimi1 gergeklestiginden HR ile iliskili bircok protein gereklidir. Diger
taraftan, NHEJ mekanizmasi ise hiicre dongiisii siiresince bir rol oynamakta ve G1 fazi
ve erken S fazinda meydana kiriklar1 onarmada etkindir (Langerak ve Russel 2011,
Shrivastav ve ark. 2008, Valerie ve Povirk 2003). DNA hasar1 meydana gelmis hiicrenin
hangi tamir mekanizmasini segecegi hiicre siklusunun oldugu faz, proliferasyon hizi,
tamir kaliplarinin uygunlugu gibi etkenler tarafindan belirlenmektedir (Shrivastav ve ark.
2008).

Sinvyal iletiminin mekanizmasi

Sinyal iletimi yolagi; hasari algilama ile sinyali ileten proteinler, hiicre siklusunun
durdurulmasi ve apoptoz gibi belirli cevap olusturan efektor proteinlerini kapsamaktadir.
Hasar algilama proteinleri dogrudan veya dolayli bir sekilde DNA hasarini algilar ve
genetik bir kararsizligin olustugunu isaret ederek biyokimyasal kontrol noktasi kaskadini
baglatirlar. Sinyal iletimini yapan proteinler genel olarak hedef proteinlerini
fosforilleyerek sensorlerden iletilen hasar sinyalini ¢ogaltmakla gorevlidirler. Efektor
proteinlerse esas olarak sinyal iletimini gergeklestiren kinazlarin hedef proteinleri olarak
islev gormektedir. DNA hasari olusmasi durumunda efektor proteinlerdeki degisiklikler
ile hiicre siklusunun durdurulmasi, DNA tamiri, senesens, apoptoz gibi hiicresel yanitlara
sebep olarak genomik biitiinliik ve kararliligin1 korumaktadir (Hallstrom 2007, O'Driscoll
ve Jeggo 2006). Bahsedilen bu ii¢ gruba ek olarak DNA hasar1 aracilari diye bilinen diger
bir protein grubu yer almaktadir. Araci olarak gorev alan bu proteinler transdiiser ve
sensorlerin arasinda yer almakta ve meydana gelen hasarin sinyalini arttirmanin yaninda
hasarin taninmasinda modiilator proteinler olarak gérev almaktadirlar (Blanpain ve ark.
2011, Hallstrom, 2007).
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Sekil 2.4. Meydana gelen DNA hasarina karst yanit olusturan proteinlerin sematik
goriintiisii (Blanpain ve ark. 2011)

DNA Hasari Sonucu ATM Aktivasyonu ve Yanit Mekanizmasi

DNA hasarinin sinyalinde gorev alan memeli PIKK kinazlart ATR, ATX/SMG-1, ATM
ve DNA-PKcs'dir (Ohnishi ve ark. 2009, Valerie ve Povirk 2003). Oldukga biiyiik (350-
450kDa) ve benzer islevlere sahip olan bu proteinler glutamin amino asidinden sonra
serin ve treonin artiklarindan bir¢ok substrati fosforilleyerek islev gostermektedir. Genis
capl yapilan proteomik ¢alismalarla DNA hasarina kars1 olusan yanit mekanizmasi i¢in
700'den fazla proteinin fosforillendigi raporlanmigtir (Czornak ve ark. 2008, Huen ve
Chen 2008).

DNA ift zincir kiriklarina karst verilen yanitta ATM ve DNA PKcs baskin bir role
sahipken, ATR sinyali ise iyonize radyasyon sebebiyle olusmus lezyonlarin replikasyonu
bloke etmesiyle veya cift zincir kiriginda meydana gelen yiiksek derecede geri doniisii
olmayan bir hasar olustugunda niikleaz kesimi yapilmasiyla olusan tek zincir kiriklarinda
aktif olarak rol oynamaktadir (Hallstrom 2007, Huen ve Chen 2008, Jeggo ve Lobrich
2006). Niikleaz kesimiyle olusan tek zincir bolgelerini RPA sarmakta ve ATR ile ortagi
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olan ATRIP'lerin bir araya gelmesini saglamaktadir (O'Driscoll ve Jeggo 2006). ATM
hiicre siklusunun durdurulmasi, DNA tamiri ve apoptoza sebep olan sinyal kaskadlarini
baslatarak ¢ift zincir kiriklarina yanmit vermektedir (Hallstrom 2007). Aynmi zamanda
ATM; CHK1, CHK2, NBSI1, p53, FANCD?2 gibi hiicre siklusunun kontrol noktalarinda
gorevli ¢ok sayida proteini fosforile ederek iglev gosterir (Hallstrom 2007, Kim ve ark.
2005, Tanaka ve ark. 2006).

i ¥
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Sekil 2.5. Meydana gelen DNA Hasar ile replikasyon catalina karsi olusan hiicresel
yanitlarin genel sematik goriintiisii (Kastan ve Bartek 2004).

Hasar meydana gelmemis olan hiicrelerde ATM proteini ATM dimeri olarak inaktif
sekilde hiicre icerisinde yer almaktadir (Czornak ve ark. 2008, Hallstrom 2007). Inaktif
durumda bulunan ATM proteinin kinaz bolgesi bir diger ATM molekiiliiniin FAT (FRAP/
ATM/ TRRAP) bolgesi tarafindan bloke edilmektedir. Hiicrenin iyonize radyasyona
maruz kalmasiyla FAT bdlgesinin i¢cinde lokalize olmus ser1981'den otofosforilasyonu
uyarir ve inaktif formda bulunan ATM dimerlerini birbirinden ayirarak enzimatik olarak
aktif bir monomere doniistliriir ve bdylece ATM aktivasyonu gerceklesmis olur

(Hallstrom 2007). ATM'nin aktivasyonu ise iyonize radyasyondan sonra ¢ok hizli bir
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sekilde olmaktadir. ATM'nin aktive edilmesi mekanizmas: net olarak bilinmemekle
beraber fonksiyonel MRN kompleksinin ATM'nin aktivasyonunda rol oynadigi

savunulmaktadir (Hallstrom 2007).

Olusan DNA hasarina kars1 etkin bir yanit ATM aktivasyonuyla birlikte ATM proteinin
ihtiyag duydugu substratlarinin bulundugu boélgeye yoOnelmesidir. Lee ve Paul
saflagtirilmis ATM dimeri icin MRN kompleksinin ¢ift zincir kiriklar1 i¢in sensor gorevi
gordiiglinii ve ATM'yi kirik olan bolgelere yerlestirdigini in vitro yontemlerle ortaya
koymuslardir. Aym1 zamanda Falck ve arkadaslar1 aktif ATM'nin ¢ift zincir kirigi
bolgelerine yerlesebilmesi i¢in NBS1 proteinin C-terminal ucundan ATM'ye baglanmasi
gerektigini raporlamislardir (Hallstrom 2007). ATM'nin kirik bolgelerinde kalma siiresini
arttiran MRN kompleksi bu sekilde ATM'nin substrastlarini fosforillemesini daha kolay
hale getirmektedir (Jeggo ve Lobrich 2006).

Aktif hale gelen ATM proteini hiicre siklusunda, apoptozda ve tamirde gorev alan gok
sayidaki substrati fosforilleyerek DNA hasarina karst yanit olusturmaktadir. MRN
kompleksi bilesenlerinden histon H2AX ile RADI17 gibi ¢ift zincir kiriklarimin
taninmasyla alakali proteinler ATM ile fosforilasyona ugrayan hedef proteinlerdir. CHK1
ile CHK2 kinazlarinin ATM proteini tarafindan fosforilasyona ugramasi bu kinazlarin
DNA tamiri ve hiicre siklusu yolaklarinda yer almalarina sebep olmaktadir (Tanaka ve
ark. 2006). Aktif hale gelen ATM hiicre siklusunun durmasimi {i¢ 6nemli noktada
gerceklestirmektedir. G1-S fazinda meydana gelen duraklama replikasyonun
gerceklesmesinden dnce DNA hasarinin tamir edilmesi i¢in genis bir zaman tanimaktadir.
ATM bagmmli G1-S kontrol noktasi inhibisyonu TP53 ve CHK2’ye bagli olup ayni
zamanda siklin bagimli bir kinaz inhibitérii olan p21'in aktif hale gelmesine ihtiyag
duymaktadir. Bunun yani sira S ile G2-M kontrol noktalar1 da ATM ile denetlenmektedir
(O'Driscoll ve Jeggo 2006). H2AX fosforilasyonunu gergeklestiren DNA bagimli protein
kinazlar veya ATM proteinleri ATR ve ATM bagimli sinyal yolaklarinda 6nem arz
etmektedir. y-H2AX odaklarinin olusumu MRN kompleksi, BRCA1 gibi araci olarak

gorev alan proteinlerin kirik bolgesinde kalmasi i¢in 6nemlidir (Tanaka ve ark. 2006).
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H2AX Fosforilasyonu

Olusan DNA hasarinin tamir edilmesi, kromatin yapisi i¢inde meydana gelmelidir.
Kromatin yapisinin en temel yapisi ise DNA'y1 etrafindan sarmalayan ¢ekirdek
histonlarindan iki kopya bulunduran niikleozom yapisidir. Niikleozom yapis1 ise H2A,
H2B, H3 ve H4 olmak iizere 4 c¢ekirdek histonundan meydana gelmektedir. Bu
proteinlerin her biri, niikleozom ¢ekirdek yapisinin merkezinde bir histon katlama alani

igerir. (Foster ve Downs 2005).

DNA replikasyonu ve onarimi gibi olaylar1 daha kolay hale getirebilmek i¢in kromatin
yapist ve kompozisyonunun degisime ugradigi bircok mekanizma mevcuttur. Bu
mekanizmalar histon proteinlerinin ATP'ye bagimli kromatinin bastan diizenlenmesi,
histon varyantlarinin kromatin i¢ ve dis tarafina karsilikli olarak degisimi ve kovalent
modifikasyonunu igerir. Histonlar translasyon sonrasi degisikliklerle giiclii bir sekilde
degistirilir ve bilinen modifikasyonlar lizin ve arjinin amino asitlerinin metilasyonu, lizin
amino asitlerinin asetilasyonu ve ubikitinasyonu ve serin ile treoninin amino asit
alanlarinin  fosforilasyonunu kapsamaktadir. Meydana gelen bu modifikasyonlar
sayesinde histonlarin yiikleri degiserek DNA ile yogunlagsmasini etkiler veya kromatin

baglantili proteinler igin baglanma yiizeyi olustururlar (Foster ve Downs 2005).

Histon H2A'nin bir varyantt H2AX, kromatin yapisinin temel bilesenlerindendir ve
yuksek yapili canlilarda total hiicresel H2A’nin yaklasik %2 si ile %251 arasinda
goriilmektedir (Hallstrom 2007). Tiim histon ¢ekirdekleri NH2- ile COOH- terminal
motifleri igermekle birlikte bu bélgelerinden transkripsiyon sonrast modifikasyonlara
ugrarlar. Histon H2AX’in C-terminal kuyrugunda yer alan serin 139 amino asidinden
fosforilasyonu memeli organizmasi hiicrelerinde ¢ift zincir kiriklarina karsin meydana
getirilen en erken yanitlar arasinda yer almaktadir (Mukherjee ve ark. 2006). Iyonize
radyasyon dolayli bir sekilde reaktif oksijen tiirleriyle ya da dogrudan enerji
yogunlagmasindan otiirii ¢ift zincir kiriklart olustururlar (Lieber ve ark. 2003, O'Driscoll
ve Jeggo 2006, Shrivastav ve ark. 2008). y radyasyonu ile meydana gelen DNA
hasarindan sonra hizli bir sekilde fosforilasyon gerceklesmekte ve fosforilasyona ugrayan

bu H2AX molekiillerine pH2AX®39) denmektedir (Bristow ve ark. 2007, Foster ve
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Downs 2005, Huang ve ark. 2005). Meydana gelen her bir ¢ift zincir kirigindan dolay1
yaklasik olarak 2000 civarida pH2AX®139) fosforillenmekte ve bu fosforilasyonla
kromatin yapisinin yaklasik %0.03'lik bir kismmin modifikasyonu meydana gelerek

tamir edilme sinyallerinin artmasini saglamaktadir (Rossetto ve ark. 2010).

PH2AX 139 gdaklarr yalmzea iyonize radyasyona maruz kaldiktan sonra degil serbest

radikal iretimiyle etki eden bleomisin ve tirapazamin, topoizomeraz-1l aracili DNA
ligasyonunu bloke eden doksorubisin ve etoposit gibi klasik ¢ift zincir kiriklarini
indiikleyen ajanlara maruz kalindiginda da ortaya ¢ikmaktadir. Diisiik diizeydeki pH’da
topoizomeraz-IT aracili DNA ligasyonunu bloke ederek pH2AX 39 odaklar1 meydana
getirmektedir. N-metil-N-nitro-N-nitrozoguanidin, adozelesin benzeri mono-fonksiyonel
alkilleyici ajanlar ile iiretilen DNA hasarlar da ¢ift zincir kiriklarma ve pH2AXSert39)
odak olusumuna sebep olmaktadir. Bunlar haricinde yiiksek diizeyde cift zincir kirigi
meydana getiren kalikeamisin-yl antibiyotigi etkili bir sekilde pH2AX®e139) odak
olusumuna sebep olmaktadir (Ohnishi ve ark. 2009).

Hidroksiiire, adozelesin, UVC, UVB, afidikolin vasitasiyla uyarilan replikasyon stresine

X (8er139) g daklarinin

H2AX fosforilasyonuyla yanit verilmektedir. Bu sartlar altinda pH2A
olusumu yalnizca S fazi hiicrelerinde meydana gelmektedir. DNA polimeraz pirimidin
dimerleri, alkil eklentileri ve ¢apraz baglar benzeri replikasyonu engelleyen bir durumla
karsilastig1 zaman ilgili bolgede durur (Ohnishi ve ark. 2009, Shrivastav ve ark. 2008).
Bu durumda spesifik bir endoniikleaz tarafindan taninan Y seklindeki DNA yapisinin

olusumuyla sonuglanir ve daha sonra endoniikleaz sablon zincirde bir ¢entik olusturmak

suretiyle ¢ift zincir kirig1 olusumuna yol acar (Ohnishi ve ark. 2009).
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Sekil 2.6. Farkli Ajanlarin DNA kiriklar1 meydana getirmesiyle olusan pH2AX(Ser39)
fosforilasyonu (Takahashi ve Ohnishi 2005).

Iyonize radyasyon veya genotoksik ajanlarla DNA ¢ift zincir kriklarinin indiiklenmesiyle
kromatinde meydana gelen pH2AXGe™) varlig1 6zgiil antikorlar vasitasiyla ayri ayri
niikleer odaklar seklinde gézlemlenebilmektedir (Huang ve ark. 2005, Jeggo ve Lobrich
2006). Gozlenen her bir odak ise tek bir DNA ¢ift zincir kirigini temsil ettiginden dolayi
odaklarin siklig1 ¢ift zincir kiriginin miktar1 ya da baska bir deyisle olusan DNA hasari
miktartyla dogru orantilidir (Huang ve ark. 2005). Ote yandan pH2AX 139 odaklarinin
kaybolma hizt DNA hasarinin onarim hizi ile iliskilidir (Jeggo ve Lobrich 2006).

H2AX'in fosforilasyonu, DNA hasarinin kontrol noktasi aktivasyonu i¢in anahtar bir rol
oynamakta ve defosforilasyonuysa hiicre dongiisiiniin devam etmesini saglamak igin
kontrol noktasi sinyalini azaltmas1 bakimindan énem arz etmektedir (Shrivastav ve ark.
2008). DNA hasarina yanit olarak bu motifin fosforilasyonundan sorumlu PIKK ailesi
tiyelerinin ATM, ATR ve DNA-PK’m olduklari raporlanmistir (Foster and Downs 2005,

Lobrich ve ark. 2010). Genom kararliliginin saglanmasinda H2AX’in kesin islevi net bir
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sekilde ortaya koyulamamistir. Fakat pH2AX®39)%in kirilmis DNA uglarmi taniyip
baglanarak ve DNA tamirini uyaran hasar yaniti proteinleri ig¢in bir yerlesme alani

sagladig1 ongoriilmektedir (Hallstrom 2007).

Biitiin bu bilgiler dahilinde DNA hasar1 sonucu niikleer odak olusumu i¢in bir model
meydana getirildiginde, 6ncelikle DNA ¢ift zincir kiriklart MRN kompleksi ile taninir ve
bu proteinlerin kirik bélgelerine yerlesmesi ATM, H2AX ve MDC1’den bagimsiz
sekilde gerceklesmektedir. NBS1 molekiiliiyse aktif halde olan ATM’nin kirik
bolgelerine yerlesmesini saglar. Kirik bolgesinde histon H2AX, NBS1'le aralarinda koprii
olarak rol oynayan MDC1'e baglandiktan sonra saniyeler iginde ATM tarafindan fosforile
edilir. MDCI1 proteini ise meydana gelen DNA hasarina yanit olusturacak diger
proteinlerin birikimini saglamak amaciyla mediyatdr protein olarak islev gostermektedir.
MRN/MDCI1 ve ATM arasindaki etkilesime ilaveten ATM molekiillerinin kirik meydana
gelen bolgeye yerlesimini arttirir ve boylelikle daha yiiksek bir H2AX fosforilasyonunu
indiikleyerek ilk olusan c¢ift zincir kiriginin yayilmasimi Onleyip ayni zamanda
yH2AXG39) odak olusumlarini daha goriiniir hale getirmektedir (Derheimer ve Kastan
2010, Hallstrom 2007).
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Sekil 2.7. Olusan DNA ¢ift zinciri kirigir sonucunda niikleer odak olusumlarinin semasi
(Derheimer ve Kastan 2010).
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2.4. Bor

2.4.1. Bor bazh bilesiklerin genel 6zellikleri

Bor atomu, periyodik cetvelde “B” simgesiyle gosterilmekte olup, 5 atom numarasina,
10,81 atom agirligina sahip olan ve yari iletken ve yari metal bir 6zellik ihtiva eden
elementtir. Borun dogada serbest halde bulunmamasiyla birlikte yaklasik olarak 230
tiirevi oldugu bilinmektedir (Helvac1 2010). Bor okyanuslarda, madenlerde, kayalarda ve
belli baslt topraklarda borat formunda bulunup ayni zamanda dogada daha diisiik
konsantrasyonlarda bulunan dogal bir elementtir. Borun ¢evreye yayilmasi temel olarak
kayalardan asinma, deniz sularindan ve volkanik aktivitelerin sonucu buharlagsmasi
seklindedir (Butterwick ve ark. 1989). Bor bilesik ve mineralleri ¢esitli endiistri

alanlarinda farkl1 {irtinler ve malzemelerin tiretiminde kullanilmaktadir (Helvaci 2010).

Borik Asit

Boratin 6nemli bir formu, insanlarda ve hayvanlarda en yaygin formu olan borik asittir.
Borik asitin baslica 0Ozellikleri renksiz, kokusuz ve ayrica suda rahatlikla
¢oziinebilmesidir. Kristal bir yapiya sahiptir ve beyaz graniiler toz formunda bir Lewis
asididir. Borik asit 6zellikle diger oksijenli bilesiklerin Onciisii oldugundan oldukca
dikkat ¢ekmektedir (Soriano-Ursua ve ark. 2014). BA'nin, 6zellikle enzim inhibisyonu
yoluyla belirli kanser hiicre tiplerinin proliferasyonunu kontrol ettigi gosterilmistir
(Scorei ve Radu 2010, Petasis 2007). Bununla birlikte BA, apoptoz, reseptor baglanmasi
ve mRNA birlestirme (splicing) gibi farkli hiicresel hedeflere sahip oldugu da soz
konusudur. Ek olarak borik asidin NAD ve serindeki hidroksil gruplarina baglanma
kapasitesi, dehidrogenaz ve serin proteaz aktivitelerinin inhibisyon etkinligini
belirlemektedir (Scorei 2013, Scorei ve Popa 2013).
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2.4.2. Bor ve tiirevi maddelerin insan saghg iizerine etkileri

Bor yogunlugunun yiiksek oldugu yerlerde yasayan kisiler bor ve bilesiklerine ¢evre
yoluyla (deri yolu veya soluma gibi), yiyecek ve igecekler ile maruz kalmaktadir
(Devirian ve ark. 2003, Nielsen 2008). Epidemiyolojik verilerin eksik olmasina ragmen
DSO (Diinya Saglik Orgiiti) borun insan sagh@ igin fizyolojik olarak yarar
saglayabilecegini raporlamistir. Insan {izerindeki deneysel ¢alismlar sonucunda, borun
yasamsal hayatta metabolizmaya ve yarar saglayici bakir, magnezyum, kalsiyum, glukoz,
azot, trigliserid, Ostrojen ve reaktif oksijen siirecleri gibi onemli Ol¢iide yasamsal
faaliyetlere katkida bulundugunu goriilmiistiir. Cok sayida metabolik aktiviteyi etkiledigi

bilinen bor 1980 yilinda ise iz elementi olarak tanimlanmistir (WHO 1998).

Deney hayvanlarinda ve az sayida yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda ise bor biyoaktif
bir mineral olarak insan ve hayvanlara birgok yararli etkisi bulundugu deneylerle
gosterilmistir (Nielsen ve Meacham 2011). Ozellikle son zamanlarda bazi kanser
tiplerinde koruyucu ve tedavi edici etkisinden dolay1 epidemiyolojik olarak olumlu
sonucglar alinmistir. Bu sonuglar havyansal deneyler ve laboratuvar c¢aligsmlarinda da
goriilmistiir (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).

Bor ve tiirevleri solunum ve sindirim sistemi tarafindan yiizde yiliz oraninda emilmektedir.
Borik asit B(OH)s ve kiigiik oranda borat (B(OH)4") anyonlarina doniisen bor ve borun
tirevleri kanda ¢ok stabildir ve dokularda homeostatik mekanizma ile belirli bir seviyede
kalir ve bu homeostaz 6ncelikle bobrekler vasitasiyla diizenlenmektedir (Korkmaz ve ark.
2007, Bakirdere ve ark. 2010, Nielsen ve ark. 2011). Absorbe edilen bor bilesiklerinin 24
saat ya da daha kisa siirede yariya inmektedir ve %90'dan fazlasinin birkag giin i¢inde
hizla atildigi gorilmistiir. Ayni sekilde giinliik bor miktarinin %85'inin idrarda
bulundugu gortilmistiir (Sutherland ve ark. 1999, Murray 1998).

Insanlarda ve hayvanlarda fazla miktarlarda alinan borun viicuttan idrar vasitasiyla

atildig1 igin borik asit yalnizca yiiksek dozlarda alindigr durumlarda toksik bir etki

gosterir (Bakirdere ve ark. 2010). Giiniimiizde toplam giinliik bor alinim1 diinya tilkeleri
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arasinda birtakim farkliliklar gostermesine ragmen Diinya Saglk Orgiitii tarafindan
giinde giivenli bor alim miktarinin 1-13 mg arasinda olabilecegini ve giinliik alimin 28
mg’1 gegmemesi gerektigini tavsiye etmektedir (WHO 2003-2009) (Meacham ve ark.
2009, Nielsen ve ark. 2011).

2.4.3. Borun hiicresel islevleri

Bor elementinin insanlar i¢in organizmada bir¢ok Onemli goreve sahip olabilecegi
diistiniilmektedir (Nielsen ve Meacham 2011, Korkmaz 2011). Hunt, borun hayvanlarda,
bitkilerde, kiiltiir ortamlarinda ve kimyasal reaksiyon sistemlerinde en az 26 enzimin
aktivitesine etki ettigini bildirmekle birlikte borun immiin sistem, insiilin salinimi, enerji
substrat yolaklarini iceren enzimatik reaksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynadigini
gostermistir. NADPH seviyelerinin diizenlenmesinde de etkin bir role sahiptir. NADH
molekiilii, hiicrelerde glutatyon (GSH) oranini tirmandirarak oksidatif stresi ve bundan
otiirii oksidatif kaynakli hasarlar1 azaltabilmektedir (Hunt 1998). Vitamin D, magnezyum
ve kalsiyum ile baglantisi olan bor elementinin, kemik metabolizmasinin
diizenlenmesinde de biiylik bir islevi bulunmaktadir (Korkmaz 2008, Duydu ve ark.
2011).

In vitro ile yapilan ¢aligmalarda, borun, enflamatuvar yanitta rol oynayan kan hiicrelerinin
popiilasyonunu veya akut veya kronik enflamasyon sonucu olusan ROT'larin
metabolizmasina etki ederek immun yanit1 etkiledigi gosterilmistir. Fazla reaktif oksijen
tipleri glutatyon, katalaz ve siiperoksit dismutaz reaksiyonlarinda bozunur ve borun
reaktif oksijen tiplerinin bozunmasini etkiledigine dair kanitlar vardir. Bor eksikligi
bulunan erkek ve kadinlara bor takviyesi yapilmasi ile eritrosit sliperoksit dismutaz
konsantrasyonunun 6nemli olgiide arttigi rapor edilmistir (Nielsen ve Meacham 2011).
Ote yandan, kalsiyum fruktoboratin ise oksidatif stres uygulanan kiiltiire edilmis
hiicrelerde, hiicre igindeki siiperoksit iyonlarinin miktarlarini azalttigi gosterilmistir
(Nielsen ve ark. 2011). Kalsiyum fruktoboratin LPS ile uyarimi yapilan RAW264.7
makrofaj hiicrelerinde nitrik oksit, interlokin 6 ve interlokin 1b salgilarini azalttigr da
rapor edilmistir. Bu sebepten otiirii kalsiyum fruktoboratin hem anti-oksidan hemde anti-

enflamatuvar bir ajan olarak gorev aldig1 kanisina ulagilmistir (Scorei ve Rotaru 2011).
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Durrick ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, borunun pro-inflamatuvar sitokinlerin
aktivasyonunu ve dolayisiyla NF-kB transkripsiyon faktorii yoluyla enflamasyon siirecini

engelleyebildigine dair kanitlar da vardir (Durick ve ark. 2005).

2.4.4. Bor aktivitesinin biyokimyasal mekanizmalari

Borun, hiicre sinyal sistemini etkileyerek veya viicutta muhtelif biyokimyasal siireglerde
rol alan bir olayin olusumunu ve/veya aktivitesini etkilemesi sonucu ¢esitli etkiler ortaya
cikardig1 yargisina ulagilmistir. (Nielsen ve ark. 2011). Borun biyokimyasal esasi, borik
asitten kaynaklanmaktadir. Borik asit, bir Lewis asidi gibi davranir ve bazlardan bir
elektron ¢ifti alarak tetrakovalent bilesik yapisi olusturmaktadir. Borik asit, hidroksil
gruplart birbirine yakin konumlarda oldugu zaman organik bilesiklerin hidroksil
gruplariyla ester kompleksleri olusturmaktadir (Barranco ve ark. 2006, Scorei ve ark.
2011). Bu 6zelliginden 6tiirii borun, transpeptidaz, proteaz, nitrik oksit sentaz, arginaz,
proteazom ve peptidaz benzeri enzimler i¢in etkin bir inhibitdr olarak islev gdstermesini
saglamaktadir (Gallardo ve ark. 2003, Bradke ve ark. 2008, McAuley ve ark. 2011).
Boylelikle bor, bag dokusu yapilart ile membran bilesenlerinin bozulmasini diistirerek
iltihaplanma siirecini diizenler. Serin proteazlar (kimotripsin, katepsin, elastaz, allin vb.)
hidrolazlarin bir alt sinifidir ve aktif 16kositler vasitasiyla salinan en 6énemli proteolitik
enzimlerdir. Bu enzimler salinan reaktif oksijen tiirlerine ek olarak proteoliz yoluyla bag
dokusu yapilari, membran bilesenleri ile ¢oziiniir proteinleri pargalayarak enflamatuvar
yanitin1 arttirtr. Bu nedenle bor, enflamatuvar siiregte artan enzimatik aktiviteleri
azaltacak ve enflamatuvar hastalik gelistirme riskini azaltacak bir baski sinyali olarak

islev goriir (Hunt ve ark. 1999).

Boru aktive etmek igin Onerilen mekanizmalardan biri, borun hiicre yiizeyi ve
membranindaki molekiiller ile cis-diol olusturmasi ve hiicre membrani1 fonksiyonunun
biitiinliigii ve sinyallesmesini etkilemesidir. Borun alimi ve prostat kanseriyle arasindaki
biyolojik olarak ters iliskinin, steroid hormonlari, metabolik diizenleme, anti-timor
metabolitleri ve hiicre proliferasyonunun diizenlenmesine bagl oldugu diistiniilmektedir,
¢linkii bunlar cis-diol baglantilar1 yoluyla testosteron ve PSA fonksiyonunu etkiler

(Meacham ve ark. 2009). Yapilan bir ¢alisma sonucunda 3-nitrofenil borik asit ve borik
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asidin PSA’nin proteolitik aktivitesini bloke ettigini bulunmus ve bu durumun hiicre
proliferasyonu ile adenokarsinom gelisimini azaltabilecegini 6ne siirmiiglerdir (Gallardo

ve ark. 2003).

Bor ayni1 zamanda hiicre membraninda fosfoinositidler, glikoproteinler, glikolipidler gibi
cis-hidroksil gruplari ile diester borat kompleksleri meydana getirerek de biyoaktivitesini
aciga ¢ikarmaktadir. Diester borat kompleksleri, kalsiyum selatorleri ya/ya da redoks
metabolizmasimin diizenleyicileri seklinde hareket ederek membran biitiinliglinii ve
islevini etkiler. Bitkilerle yapilan ¢alismalar sonucunda, transkripsiyon faktorleriyle
etkilesime giren ve bazi genlerin ekspresyonuna etki eden borun hiicresel bir sinyal olarak
rol oynadig1 diistiniilmektedir. Boylelikle borun hiicre farklilagsmasini, organogenezisini

ve embriyogenezini etkileyebilecegi goriisiine katki saglamaktadir (Nielsen ve ark. 2011).

Bir¢ok metastatik tiimoriin belirteclerinden birisi hiicre gociindeki anormalliklerdir.
Metastaz i¢in en 6nemli hiicresel hedefler, GTP baglayici proteinlerin Rho ailesinin en
1yi karakterize edilmis liyeleri olan RhoA, Racl ve CDC42 molekiilleridir. Bu molekiiller
birgok kotii huylu kanser tiirtinde asir1 eksprese edilir ve fokal adezyon regiilasyonu, aktin
hiicre iskeletinin organizasyonu, epitelyal yara iyilesmesi ve hiicre gdgiiniin yani sira
enflamatuvar yanitta 6nemli roller oynar. Borik asit ve fenil boronik asidin bu gog karsiti
tepkisi nedeniyle, yeni kanser 6nleyici tedaviler igin uygun adaylar olabilecegi yargisina
varilmistir (Penna ve ark. 2009, McAuley ve ark. 2011).

Fokal adezyon kinazindaki (FAK) degisikliklerin, borik asidin meme ve prostat kanseri
hiicre kiiltiirlinde apoptozu indiikledigi olast mekanizmalardan biri oldugu
diisiiniilmektedir. FAK, bir¢ok insan kanser hiicre hattinda yiiksek oranda eksprese edilir
ve integrin aracili sinyal yolunda onemli bir rol oynar; hiicre gogii, anjiyogenez ve
iltihaplanma/yara iyilesmesinde 6nemli rolleri vardir (Meacham ve ark. 2009, Nielsen ve
ark. 2011). Fosforilasyon reaksiyonlar1 yoluyla FAK'daki konformasyonel degisiklikler,
apoptozu baskilayan ve hiicre gogiinii uyaran hiicre i¢i ve hiicre dis1 tepkilere yol agar.
Borik asit uygulamasi sonucunda FAK fosforilasyonundaki 4 kat azalma ve kaspaz 3
aktivitesindeki artis, kanser hiicrelerinde apoptotik aktivitede bir artisa isaret etmektedir

(Meacham ve ark. 2009, Nielsen ve ark. 2011).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Materyaller

Bu c¢alismada kullanilan materyaller asagidaki basliklarda listeler halinde siralanmuistir.

3.1.1. Kimyasal maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler ve markalar1 agagida verilmistir.
e Bor oksit, BO, (Ulusal Bor Arastirma Enstitiisii)
e Borik asit, BA, (Ulusal Bor Arastirma Enstitiisii)
e TEMED (SIGMA)
e EGTA (SIGMA)
e EDTA (SIGMA)
e Amonyum Persiilfat (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 NaVOs3 100X (200 mM) (FLUKA)
e NaF 100X (100 mM) (Merck)
e Bovine Serum Albumin-BSA (USB-10857, Almanya)
e Sodyum Deoksikolat (SIGMA)
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SDS (SIGMA)

NaCl (SIGMA)

HCL (SIGMA)

NaHPO, - 2H20 (Merck)

KCL (Merck)

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

L-glutamin (Biochrom) Fotal Dana Serum (PAA)
Dimetil Siilfoksit (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 sollisyonu (SIGMA)

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

p53 antikoru (Cell signaling 9282)

ATM antikoru (Milipore)

GAPDH antikoru (Cell signaling 82530)

p53 antikoru (Cell signaling 9282)

Phospho-p53©¢9) antikoru (Cell signaling 82530)
ATM antikoru (Cell signaling 2873)
Phospho-ATM®e1%8D antikoru (Cell signaling 13050)
Phospho-H2AX 139 antikoru (Cell signaling 9718)
Phospho-ATR®#™28) antikoru (Cell signaling 2853)
Phospho-Akt®7 antikoru (Cell signaling 4060)
Akt antikoru (Cell signaling 9272)
Phospho-p38(Tr180Tyr182) antikoru (Cell signaling 4511)
p38 antikoru (Cell signaling 9212)
Phospho-SAPK/INK (TMM83/Tyr185) antikoru (Cell signaling 9255)
SAPK/JINK antikoru (Cell signaling 9252)
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4,6-diamidino-2-phenylindole / DAPI (SIGMA)

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

488) (Invitrogen)

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

594) (Invitrogen)
PATMEEBL antikoru (SIGMA)

Anti-rabbit ve Anti-mouse IgG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham

NA934/ Amersham NA931)

3.1.2. Hiicre hatti

BPH-1 Hiicre Hatt1 Leibniz Institue, DSMZ, Almanya’dan (German Collection of

Microorganisms and Cell Cultures ACC 143) satin alinmustir.

3.1.3. Kullanilan malzemeler

Kullanilan kimyasal maddeler ve markalar1 asagida verilmistir.

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

Whatman kagidi (Cytiva)

1,5-2 mL eppendorf tiipleri (SSIbio)

22x22 mm No:1 lamel (Marienfeld)

Yiiriitme aparat1 (BIO-RAD 1658006FC)

Transfer aparat1 (BIO-RAD 1703989)

Steril santrifiij tiipti 15 mL (SSl1bio)

Steril santrifiij tiipti 50 mL (SSl1bio)

Polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer membrani (Hybond NE1706)
Hiicre kiiltiirii plate, 6 ve 96 kuyucuklu (Sarstedt, Almanya)

100x20 mm'lik kiiltiir kab1 (Greiner Bio-One Cellstar, Almanya)
60x15 mm'lik kiiltiir kab1 (Greiner Bio-One Cellstar, Almanya)
35x10 mm'lik kiiltiir kab1 (Greiner Bio-One Cellstar, Almanya)
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e 25cm?lik ve 75 cm?'lik doku kiiltiirii flask: (Sarstedt, Almanya)

e Hiicre kaziyic1 (TPP 9903 Cell Scraper)

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

e Steril Kryo tiip, 1 mL (Clearline, Biosigma)

3.1.4. Kullanilan cihazlar

Kullanilan cihazlar ve markalar1 asagida verilmistir.

o +4ve -20 derece buzdolab1 (Argelik)

e -86 derece derin dondurucu (New Brunswick)

e Blok 1sitict (Wealtec HB-2)

e Class II biyogiivenlik kabini (Esco)

e CO2'li inkiibator (Esco)

e (Calkalayici (Biosan Shaker-Rocker MR-12)

e ETUV (Niive)

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

e Hemositometre (Neubauer)

e Manyetik karistirict (M TOPS)

e Microplate reader (Biotek FLx800)

e Nitrojen tanki ve aktarma {initesi (Chart, MVE, Cleveland)
e pH metre (Hanna- HI221)

e Santrifiij (Eppendorf, centrifiige, 5415 D)

e Sogutmali santrifiij (SIGMA, B6916)

e Sonikator (Bandelin Sonopuls UW 2070)

e Su banyosu (Niive Bath)

e Ultrasaf su cihazi (Elga Purelab Q)

e Vakum pompasi (Vacuum Pump)

e Vortex (Dragonlab MX-S)
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3.2. Yontemler

Kullanilan yontemler asagida bagliklar halinde anlatilmistir.

3.2.1. Sterilizasyon

Ticari firmalar tarafindan saglanan her tiirlii plastik bazli malzemeler steril bir sekilde
alimustir. 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 ¢apindaki 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 kiiltiirii laboratuvarindaki yiizeyler %70 alkolle silinerek steril ortam

olusturuldu.

3.2.2. Kullanmilan sSoliisyon ve tamponlarin hazirlanmasi

=  Borik Asit ve Bor Oksitin Hazirlanmasi

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmistir.

Cizelge 3.1. Bor Oksit ve Borik Asit Molekiiler agirliklar

Bor Maddesi | Molekiiler Agirhk
BO 69,68
BA 61,832

e 100 mM 1 mL bor oksit i¢in 0,0069 g, 100 mM 1 mL borik asit i¢in 0,0062 g,
e 6,9 mg bor oksit ve 6,2 mg borik asit tartilarak 1 mL dH>O'da ¢oziidiiriildi
(Maksimum bir ay olacak sekilde oda sicakliginda tutuldu).
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=  Fosfat Tamponu (Phospate Buffered Saline / PBS)

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmstir.

e 0,2gKCI

e 1LdH0

e 1,41 g NazHPO4.H,0
e 8,0 g NaCl

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 agsagida siralanmustir.

e 16,81 gEDTA

e 100 mL dH20

EDTA 90 mL dH2O igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra pH 7’ye ayarlandi. Daha sonra 100

mL'ye tamamlanip oda kosullarinda muhafaza edildi.

= 0SMEGTA

Kullanilan kimyasallar agsagida siralanmustir.

e 19,029 EGTA

e 100 mL dH20

EGTA 90 mL dH2O igerisinde ¢6zdiiriilmesine miiteakip pH 7 olarak ayarlandi.

Sonrasinda 100 mL'ye tamamlanip oda kosullarinda muhafaza edildi.

= 10 M NaOH

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmstir.
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e 40gNaOH
e 100 mL dH20

NaOH, 100 mL dH20 igerisinde ¢6zdiiriildii ve daha sonra oda kosullarinda muhafaza
edildi.

= 5MNaCl

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmistir.
e 292,29 NaCl
e 1L dH2O

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

» 1 MKCI

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmstir.
o 74,55gKCl
e 1LdH0

KCI, 1 L su igerisinde ¢ozdiiriildii ve daha sonra oda sicakliginda saklandi.

= 30 x NaF

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmstir.

e 378 mg NaF (0,9 M NaF)

e 10 mL dH:0O

NaF, 10 mL dH20 igerisinde ¢6zdiiriildii ve daha sonra -20°C'de muhafaza edildi.

= Jel Bovama Soliisyonu

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmigtir. Bunlar, oda sicakliginda saklanmustir.
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 asagida siralanmistir. Bunlar, oda sicakliginda saklanmustir.

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

Bova Akitma Soliisyonu (Destaining)

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmistir. Bunlar, oda sicakliginda saklanmuistir.

400 mL dH20
50 mL Glacial asetik asit (%10)
50 mL MeOh (%10)

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

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmistir. Bunlar, -20 °C'de saklanmistir.

%30 Glycerol

%70 PBS

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

10X SDS-PAGE Jel Transfer Tamponu

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmstir.

30 g Trizma base
144 g Glisin

Bunlar, 1 L dH20 igerisinde ¢6ziildii ve oda sicakliginda saklandi.
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= 11X SDS-PAGE Jel Transfer Tamponu

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

e 200 mL %100 MeOH

e 700 mL dH20

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

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmustir.

e 12,19 Trizma base

e 80gNaCl

e 1LdH0

Bunlar, 900 mL dH.0 igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 1M HCl ile pH 8'e ayarlanarak 1

L'ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklanmistir.

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

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

= 0630 Akrilamid karisimi

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmstir.

o %29 (w/v) akrilamid (500 mL i¢in 145 g)

o %1 (w/v) N,N-metilen-bisakrilamid (500 mL igin 5 g)

Karisim hazirlandi ve 0,22 um por ¢apindaki filtreden gegirildi. Daha sonra 20 dakika
boyunca filtreden hava gegirildi. 4 °C'de karanlikta saklandi.

= 10X SDS-PAGE Jel Yiiriitme Tamponu

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmigtir.
e 10gSDS
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e 144 g Glisin
e 309 Trizma Base

Hacim dH20 ile 1 L’ye tamamlandi.

=  4X On ayirma jeli tamponu

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

= 4X Avyirma jeli tamponu

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmistir.
e 1,5M Tris-Cl (pH: 8,8)
e 9%0,4 SDS

= 4AX SDS-PAGE Jel Laemli Buffer/ Yiiriitme Tamponu

Kullanilan kimyasallar asagida 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 &ncesinde ise %10 3-merkaptoetanol eklendi.

=  RIPA Buffer

Kullanilan kimyasallar asagida siralanmustir.
e 9%0,1SDS
¢ 9%0,1 Sodyum Deoksikolat
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e 91 Triton X-100

e 1mMEDTA

e 1mMEGTA

e 10 mM Tris-Cl, pH: 8
e 140 mM NaCl

Kullanimindan once ise yeterli miktarlarda proteaz inhibitorleri (NasVVO4, NaF, PMSF)

eklendi.
Cizelge 3.2. On Ayirma Jeli bilesenleri
10 mi 5ml 2.5 ml
1) 4X 6n ayirma jeli tamponu | 25mL | 1,25 mL |0,625 mL
On Ayirma 2)%31 akrilamid karisimi 1,7mL | 0,85mL | 0,42 mL
(Stacking)
Jeli 3) dH20 57mL | 285mL 1,425 mL
4) %10 APS 0,15 mL | 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 | 25 mL
2) %30 akrilamd karisimi 20mL | 27mL | 3,3mL | 40mL | 50mL
3) dH20 54mL | 47mL | 41mL | 34mL | 24mL
4) %10 APS 0,15mL | 0,25mL | 0,15 mL | 0,15 mL | 0,25 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. Hiicre kiltiirii

Tez ¢alismas1 kapsaminda BPH-1 hiicre hatti kullanildi. Hiicrelerin biiyiitiilmesi ve

cogaltilmasi igin besiyerlerine ilaveten;

O

O

©)

%1 Penisilin/ Streptomisin (P/S)
Inaktif hale getirilmis %10 Fotal Sigir Serumu
%1 L-glutamin (L-glu) de eklenerek ortam kullanima hazir hale getirildi.

Hiicrelerin Uretilmesi

Hiicre iiretim asamalar1 asagida listelenmistir.

o

o

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

PBS uzaklagtirilmasini takiben 1 mL Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve 37 °C
sicaklikta %5 CO2'li inkiibatorde 1-2 dakika hiicreler yilizeyden ayrisana duruldu.
Hiicre yogunluguna gore taze ortam hiicreler lizerine eklendi ve hiicreler pipet
yardimiyla homojenizasyon saglandi.

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

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

Hiicrelerin Dondurulma ve Cozdiiriilme islemi

Hiicre dondurulma ve ¢ozdiiriilme asamalar1 asagida listelenmistir.

o

In vitro kiiltiirler, degerli hiicre dizilerini korumak, pasaj sayisi ilerlemesi
nedeniyle fenotipik ve genotipik degisiklikleri engellemek ve ayni zamanda bu
caligmalar esnasinda gilivenli bir sekilde geriye donebilmek icin hiicre hatlarinin
kisa veya uzun siireli saklanmasi dnem arz etmektedir. Hiicreleri bu baglamda
korumak i¢in en uygun ve yaygin yontem -86 °C veya -130 °C 'de dondurmaktir.
Donmus hiicreler, Ozelliklerini degistirmeden daha uzun siire saklanabilir.
Dimetilsiilfoksit (DMSO) veya gliserol gibi kriyoprotektan ajanlar, dondurma

islemi sirasinda hiicrenin organellerini korumak i¢in kullanilir. Arastirma veya
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tiretim i¢cin donmus hiicrelerden yeni kiiltiirler hazirlanabilir, ancak ¢ézdiirme
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.

o Buzu ¢oziilecek hiicreler -86 °C dondurucudan ¢ikarildigi andan itibaren 37 °C 'lik
su banyosunda ¢o6ziilene kadar bekletilmistir. Sonrasinda ise hiicre kiiltiirii
kaplarinda 37 °C'ye 1sitilmis 8 mL ortam tizerine dikkatli bir sekilde
pipetlendikten sonra ilave edildi.

Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi1 asamalar1 asagida listelenmistir.

o Hiicre siispansiyonunun yogunlugunun belirlenmesi amaciyla hiicre sayimi
gerceklestirilmistir. Hiicrelere pasajlanma yapilriecken dogru miktarlarda ekim
yapilabilmesi i¢in hemositemetri yardimiyla sayim yapildi.

o Sayimi yapmak amaciyla hiicre siispansiyonundan 10 pL alinir ve tripan mavisi
ile 100 pL’ye tamamlanir Karisimin homojen hale gelmesi i¢in pipetleme yapildi.
Hemositometre {istline bir lamel koyulup sayilacak hiicre siispansiyonu bu ikisi
arasina 45 derecelik aciyla yayildi.

o Hemositometre iistiinde bulunan 9 biiylik kare i¢inde hiicre sayis1 belirlendi.
Mililitre basina diisen hiicre sayisin1 bulmak amaciyla asagida yer alan formiil

kullanild.

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 {iremesi; PBS
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tamponunda steril bir sekilde hazirlanan 5 mg/mL bulunan MTT stok soliisyonu,
kullanmadan hemen 6nce tiretme ortamiyla 1:10 oraninda seyreltilmis ve 0,5 mg/mL'de
hazirlanmistir. Ulusal Boron Arastirma Enstitiisi'nden elde edilen BA ve BO
maddelerinin anti-proliferatif etkileri BPH-1 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 kullanild:.

Madde uygulamasi, 24, 48 ve 72 saat boyunca, 96 oyuklu kiiltiir tabaklarina oyuk basina
8x10% hiicre ekilerek gerceklestirildi. Siire dolduktan sonra maddeli ortam vakum
pompasi ile uzaklastirildi ve 5 mg/mL MTT stok soliisyonu, son konsantrasyonu 0,5
mg/mL olacak sekilde ortam ile seyreltildi ve kuyu basina 200 pL eklendi. 96 kuyucuklu
kiiltiir kabindaki MTT aliiminyum folyo ile sarilarak 1siktan etkilenmemesi igin %5 CO2'li
inkibatorde 37 °C sicaklikta 4 saat kadar bekletildi. Strenin dolmasimin ardindan, MTT
igeren ortam uzaklastirilip olusan mavi formazan kristaleri 200 pL hacimde %100 DMSO
icerisinde ¢ozdiirtildii. Meydana gelen mavi formazanin miktari, bir mikroplaka okuyucu
kullanilarak 570-690 nm referans araliklarinda olciildii. Hiicre canliligi, madde
uygulanmis hiicrelerin absorbansi/kontrol hiicrelerin absorbans degeri seklinde
hesaplandi.  Sonuglar, Microsoft Excel (XP) vyazilimiyla grafiksel formatta
degerlendirilerek, her bir maddenin 1Cso degeri (hiicre proliferasyonunu %50 oraninda

inhibe eden konsantrasyon degeri) bulundu.
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3.3.5. immiinofloresan isaretlemesi

Immiinofloresan yontemi kullanarak incelenen protein, 6zgiil antikorlarla isaretlenip

floresan 151k yardimiyla mikroskobik inceleme yapildi.

Hiicrelerin Hazir Hale Getirilmesi

%70 etanoliin i¢inde tutulan lameller steril bir dolapta kagit mendil iizerine yerlestirilip
kurumaya birakildi ve sonrasinda lameller 6 gozli kiiltiir kaplarina uygun sekilde
yerlestirildi. Hiicreler; 2 mL ortam iginde %350-60 konsantrasyonda lamelli kiiltiir
kaplarina gecirilip %5 COz inkiibatoriinde 37 °C'de 24 saat seklinde inkiibasyon yapildi.
Ardindan BPH-1 hiicreleri 6ncelikle 2 saat ve 2,5 mM konsantrasyonda BA ve BO ile 6n
isleme tabi tutuldu ve sonrasinda 22 saat siireyle 5 uM Doxo ile 250 uM H>O> DNA
hasar1 ajanlar1 uygulandi. Uygulanan maddelerin siiresinin dolmasimin ardindan

lamellerin {izerindeki hiicreler fikse edildi.

Fiksasyon

o Ortam, birkez 1 mL PBS ile yikandi.

o Hicrelere 1 mL %4'likk paraformaldehit ekleyerek oda sicakliginda 1 saat kadar
fikse edildi.

o 1 mL PBS ile bir kerelik yikand.

o Hiicreler oda sicakliginda %0,2'lik Triton X-100 igeren 1 mL PBS ile bir
calkalayici lizerinde 5 dakika siireyle inkiibasyon yoluyla gecirgenlestirildi.

o Yikama, 1 mL PBS ile bir kez yapildi.

Antikor isaretleme

o Bloklama, oda sicakliginda 5 dakika siireyle %1 BSA igeren PBS ile yapildi ve
bloklama soliisyonu ¢ikarildi.
o Optimize edilmis ve kullanim konsantrasyonlarina sahip olan birincil antikorlar,

%1 BSA igeren PBS igerisinde seyreltildi ve her bir lamel iizerine 50 pL olacak
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hacimde damlatilarak 37 °C sicaklikta 1 saat siireyle inkiibe edildi, parafilm ile
kaplandi.

o Parafilmler ¢ikarilrak 4 kez PBS ile yikama yapildu.

o %1 BSA igeren PBS igerisinde seyreltilen ikincil antikorlar, her bir lamel tizerine
50 pL damlatildi ve ardindan lameller parafilm ile kaplandi ve 37 °C sicaklikta
30 dakika inkiibe edildi.

o Parafilmler ¢ikarilarak 4 defa PBS ile yikama yapildi.

o Lameller tstinde 1 mL %70 etanol ilave edilerek oda sicakliginda 1 dakika
inkiibe edildi.

DAPI Bovamasi

o Lameller Gistiine 1 mL %100 etanol ilave edilerek 1-2 dakika inkiibe edildi.

o %100 etil alkol i¢erisindeki hiicreler 6 kuyucuklu hiicre plakalarindan ¢ikartilarak
kagit mendiler tistiine yerlestirildi ve kurumasi igin beklendi.

o 10 puL DAPI (0,25 pg/mL) hiicrelerin lamel {iizerine yapistirildigi yiizeye
damlatilip ters gevrilerek lamlarin Gistiinde dogru kapatilmistir.

o Inceleme floresan 151k mikroskobunda 100X objektif kullanilarak yapilmustir.
3.3.6. Western blot uygulamalari
Western blot yonteminde amag, uygulanan madde dozlarina ve zamana bagli olan etkileri
optimize etmek ve proteinlerin poliakrilamid jellerde uygulanmasi, ayirilmasi ve 6zgiil
antikorlarla isaretleme sonucunda ilgili proteinlerin ekspresyon seviyelerindeki

degisiklikleri belirlemektir.

Protein izolasyonu

o Deney setleri i¢in uygulanan inkiibasyon siirelerinin bitiminde hiicreler

inkiibatorden ¢ikarilarak bir kez soguk PBS ile yikandi.

45



o Hicreler iizerine RIPA Modifiye lizis tamponu eklenip hiicreler kaziyici
yardimiyla kazinmis ve eppendorflara eklenmistir. (Buz iizerinde yapilan tim
prosediirler gergeklestirilmistir).

o Kullanmadan 6ncesinde RIPA liziz tamponunun igine gerekli miktarda proteaz
inhibitorleri eklenmistir.

o Orneklerimiz her 15 dakikada karistirilarak 45 dakika buz iizerinde inkiibasyon
yapilmistir.

o Hiicre liziz isleminin tam olarak ger¢eklesmesi i¢in ayrica sonikasyon
gerceklestirilmistir.

o 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 kaldirildu.

Protein Miktarimi Belirleme

Izole edilen proteinlerin miktarinm belirlenmesi amactyla Lowry Protein Miktar1 Olgiim

Kiti asagidaki protokole uygun sekilde kullanilmastir.

o 2,5 pL protein lizat numunesi, 96 gozli hiicre kiiltiirii kaplarina ilave edilip kor
numunede protein lizatinin yerine 2,5 uL RIPA Modifiye Tampon kullanilmistir.

o Protein 6rnekleri tizerine 12,5 pL A ve S reaktifi eklendi. Kullanimdan 6nce A ve
S reaktif toplam 6rnek miktarina gére A/S orani 50 olmak kaydiyla hazirlanmisg
ve numunelere uygulanmustir.

o Son olarak orneklere karanlikta 100 pL B reaktifi eklendi ve oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi.

o Inkiibasyon bittikten sonra mikroplaka okuyucusunda 690 nm'de absorbans
Ol¢timleri yapilmistir.

o Elde edilen absorbans degerleri vasitasiyla albiimin proteini standart grafigi
olusturulmustur ve bu grafikten elde edilen denklemle protein miktarlar

belirlenmistir.
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Proteinlerin SDS-PAGE'le Ayirilmasi

o SDS-PAGE cihaz1 camlar1 sirali bir sekilde dH.O, etanol ve izopropanolle
silinerek jelin dokiilebilmesi igin kompresyon cihazina yerlestirildi ve camlar
hazir hale getirildi.

o Jel konsantrasyonu, proteinin molekiiler agirlig1 baz alarak segilmesinden sonra,
ayirma jeli hazirlanip aparata dokiildii ve iist ylizey izopropanol ile diizeltilerek
30-40 dakika donmasi beklendi.

o Donmus ayirma jeli iizerindeki izopropanol uzaklastirilip saklama jeli hazir hale
getirildi.

o Depolama jeli kendi aparatina dokiiliip tarak yerlestirildi ve donmasi i¢in yarim

saat kadar beklenmistir.

Orneklerin Hazir Hale Getirilmesi

o Igili hacimde 4X yiikleme tamponu iizerine %10 beta-merkaptoetanol eklenerek
kisa bir santrifiij yapildi.

o 100 pg protein lizatlarina karsilik gelen hacim igin suyla 4X yiikleme tamponu
ilave edilerek toplam hacim 30 pL'ye tamamlanir.

o Hazir hale getirilen protein 6rneklerine 95 °C sicaklikta ve 5 dakika denatiirasyon
uygulandi.

o Ornekler denatiirasyonun ardindan buz iizerine alinarak jele yiiklenmesinden 6nce
kisa bir santrifiij gerceklestirilmistir.

o Kuyulara yiiklenen 6rnekler jelin sonuna gelene kadar uygun elektriksal akimda

calistirilmastir.

Membrana Transfer

o Immiinoblot sandvi¢ aparatina sirastyla bir siinger, iki Whatman kagidi, iizerine
proteinlerin yapildig bir jel, bir PVDF membran, iki Whatman kagidi ve bir

stinger yerlestirildi ve aparat kullanima hazir hale getirildi.
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o PVDF membrani aparata yerlestirilmeden 6ncesinde siinger ve Whatman kagidi
+4 °C sicaklikta sogutulmus ve transfer tamponu ile metanol i¢cinde 1slatilmistir.

o Jeldeki proteinleri membrana aktarmak i¢in transfer aparatina sandvig¢ aparati
yerlestirilmistir.

o Transfer aparatina 1X transfer tamponu dokiilerek aparatin kenarlarma bir
sogutma blogu yerlestiril ve bir gece boyunca +4 °C sicaklikta 90 mA'da manyetik

karistiricida aktarilmastir.

Primer Antikor ile isaretleme

o Alinan membran, bir kere TBS-T ile 5 dakika boyunca yikama yapildi.

o Oda sicakliginda bloklama soliisyonu ile (TBS-T %S5 siit tozu) bir saat inkiibasyon
yapildi.

o Bloke edildikten sonra membran 2 kere TBS-T'le yikanmustur.

o Membran, uygun sekilde kullanilan primer antikor soliisyonuyla oda sicakliginda

1 saat ya da +4 °C sicakligindaki calkalayiciyla gece boyunca inkiibasyon yapildi.

Sekonder Antikor Vasitasivla isaretleme

o Primer antikor ¢6zeltisinden alinan membran, TBS-T ile 1x15 ve 3x5 dakika
yikandi.

o 1 saat, sekonder antikor inkiibe edildi (%0,5 siit tozu igeren TBS-T'de).

o TBS-T ile 1x15 ve 3x5 dakika yikama yapildi.

Bantlarin Goriintiilenmesi

o HRP enzimi ile isaretli ikincil antikor uygulanmis membranlarin kemiliiminesans
goriintiilemesi icin Clarity Western ECL Substrat (Bio-Rad) kiti kullanildi.
Substrat olarak kullanilan liiminol, HRP ve H20: varliginda okside olarak
uyarilmig iiriin 3-aminoftalati olusturur. Bu {iriin, 425 nm’de 1s51ma verir. Bu
151ma, yalnizca enzim-substrat reaksiyonu sirasinda olusur. Yani gegici ve kisith

stire zarfinda gozlenebilir. Substratin asir1 yogun sinyal c¢ikist pikogram
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diizeyindeki antijenin tespitini miimkiin kilar. Sinyalin hassasiyeti, yogunlugu ve
stiresi fotograflanarak kolaylikla belirlenmektedir.

Clarity Western ECL Substrate ¢alisma soliisyonlart membran basina 3 ml olacak
sekilde 1:1 oraninda karistirilarak goriintiilemeden hemen 6nce taze hazirlanir.
Goriintlileme islemi i¢in membran hazirlanan substrat soliisyonuyla direkt 1s1iktan
kacinilacak sekilde 1 dakika siire ile inkiibe edilir.

Kemiliiminesans gorintiilleme i¢in Vilber Lourmat FX-7 cihazi (Thermo)
kullanildi.

Cihaz ve cihazin bagli bulundugu bilgisayar calistirilarak FX-7 yazilimi1 agildi.
Kamera sisteminin sogutma islemini tamamlamasi beklendikten sonra cihazin
odak noktasi ayarlanarak kemiliiminesans goriintiilemeye gecildi.

Tiim ayarlamalar yapildiktan sonra membran cihazin tablasina yerlestirilerek
goriintiileme siireleri saniye ve dakika cinsinden segilerek fotograflama islemi

yapild.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Analizi Sonucu Bulgular

Tez ¢alismasi kapsaminda MTT yontemi ile sitotoksisite denemeleri, hiicrelere uygulanan
borik asit (BA) ve bor oksit (BO) bilesenlerinin uygulama stiresi ve dozlarina bagli olacak
sekilde gbzlenecek sitotoksik veya anti-proliferatif etkilerin ve bu etkilerin gézlemlendigi

optimum konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi amaciyla yapildi.

Ilk olarak BPH-1 hiicre hattinda BA ve BO'in anti-proliferatif etkileri karsilastirmali
olarak denendi. BPH-1 hiicrelerinin belirlenen optimum sayida 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina ekilmesinin ardindan hiicrelere 100 uM, 250 uM, 500 uM, 750 uM, 1 mM, 2,5
mM, 5 mM, 7,5 mM konsantrasyon degerleri seklinde 24, 48 ve 72 saat siireyle madde
uygulamasi yapildi ve uygulamalarin ardindan 570-690 nanometre dalga boylarinda
spektrofotometreyle 6lglim yapilarak sonuglar elde edildi. Denemeler en az 3 defa tekrar
edildi. Olgiimlerden elde edilen absorbans degerlerinden, kontrol hiicreleri %100 olacak
sekilde kabul edilip madde uygulamalariyla gézlenen % canlilik degerleri hesaplandi ve

BPH-1 hiicre hatti i¢in % canlilik egimleri olusturuldu.

Sekil 4.1 ve 4.2°de goriildiigii gibi MTT denemesi sonucunda olusturulan % canlilik
grafikleri incelendiginde, BO ve BA’in BPH-1 hiicrelerinde zamana ve konsantrasyona
bagimli olarak hiicre canliliklarini azalttig1 belirlendi. Her ne kadar yiiksek konsantrasyon
degerlerinde canlilik oranlarinin azaldigi belirlenmis olsa da, BO’in BA’e kiyasla daha
etkili bir ajan oldugu sonucuna varildi. Belirlenen konsantrasyon araliklarinda BA i¢in
24 saatte %50 canlilik oran1 elde edilemezken, 48 saatte %50 canlilik oran1 5 mM'da ve
72 saatte ise 1 mM konsantrasyon degerinde oldugu gozlendi (Sekil 4.2.) BO uygulamasi
yapilan hiicrelerde ise %50 canlilik oranlari1 24 saatte 5 mM, 48 saatte | mM ve 72 saatte

ise 750 uM konsantrasyon degerlerinde gozlendi (Sekil 4.1.).
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%% [“kontrol | 100pM | 250uM | 500uM | 750pM | TmM | 25mM | 5mM | 7.5mM
m240 1000 85,0 79.2 73.0 86.6 62.4 57.8 54,0 450
w480 1000 | 840 71.4 62.0 55.6 522 446 29,8 338
m72.0, 1000 77.0 6.2 56.1 50,7 462 416 353 25,8

Sekil 4.1. BPH-1 hiicre hattina bor oksit uygulamasiyla elde edilen konsantrasyon ve
zamana bagli hiicre canliligini1 gosteren grafik.
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Kontrol | 100pM | 250 pM 00 M | 750 uM TmM 25mM 5mM 7.5mM
m24] 1000 1147 94,2 80,8 86,3 80.4 771 70,6 64,0
m43, 1000 103,23 87,3 82, 75.5 715 685 543 45,9
w72, 100,0 87,6 81.1 72,8 64,0 52,8 40,6 384 353

Sekil 4.2. BPH-1 hiicre hattina borik asit uygulanmasiyla elde edilen konsantrasyon ve
zamana bagli hiicre canliligini1 gosteren grafik.
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MTT analizi sonuglarina gére BA ve BO i¢in uygun olan konsantrasyon degerleri 24 saat
stireyle 2,5 mM olarak se¢ildi. Bu dogrultuda western-blot ve immunofloresan analizleri
icin, BPH-1 hiicreleri 6ncelikle 2 saat ve 2,5 mM seklinde BA ve BO ile 6n isleme tabi
tutuldu ve ardindan 22 saat siireyle 5 uM Dokso ile 250 uM H202 DNA hasar1 ajanlari
uygulandi.

4.2. Immiinofloresan (IF) Bulgular: ve Sonuglari

BO ve BA'in DNA hasarina olan etkisini incelemek amaciyla BPH-1 hiicrelerine belirli
stire ve dozlarda maddeler uygulanarak immiinofloresan mikroskobisi denemesi yapildi.
Immiinofloresan mikroskobisinde BPH-1 hiicreleri kiiltiir kaplarmna yerlestirilerek etil
alkolle sterilizasyonu yapilmis lameller iizerinde iiretilerek immiinofloresan goriintiileme
icin hazirlandi. BA ve BO maddelerinin varlig1 ve yoklugunda olusan degisimler ve
siireleri optimize edilerek hiicreler lameller iizerinde fikse edildi. immiinofloresan
gorintiileme denemeleri araciligiyla, BA ve BO’in varliginda doksorubisin ve H20: ile
yaratilacak olan DNA hasarma (6zellikle DNA ¢ift zincir kiriklarina) bagli olarak
gerceklesecek H2AX ve ATM fosforilasyonlarina olan etkisi sorgulanmaya ¢alisildi.

Sekil 4.3.'de ¢ekilen immiinofloresan goriintiiler incelendiginde herhangi bir bor bilesigi
uygulanmamis kontrol hiicrelerinde bazal miktarda H2AX ve ATM fosforilasyonu
oldugu belirlendi. Bununla birlikte 2,5 mM BA uygulanmis BPH-1 hiicrelerinde H2AX
fosforilasyonunda azalma, ATM fosforilasyonunda ise artis oldugu gozlendi. Ayni
sekilde 2,5 mM BO uygulanmigs BPH-1 hiicrelerinde de H2AX fosforilasyonunda net bir
sekilde azalma meydana geldigi ve ATM fosforilasyonunda ise belli bir miktarda artis

oldugu saptanda.

Kontrol hiicrelerinde endojen stresten kaynakli oldugu diisiiniilen diistik seviyede H2AX
fosforilasyonu gozlemlenmesine ragmen bu odaklarin BA ve BO uygulanmasiyla birlikte
azaldig1 belirlendi. Kontroldeki ATM seviyesini gorsel olarak BA ve BO ile
kiyaslandiginda ise BA ve BO uygulanan hiicrelerde ATM seviyesinin daha yiiksek
oldugu gozlendi.
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Sekil 4.3. BPH-1 hiicrelerinde 24 saat siire ile BA ve BO uygulamasinin DNA hasar1
belirtegleri olan yH2AX®3) ve pATMGe%8Y fosforilasyonuna etkisi. A, B, C, D
goriintiileri BA ve BO maddesi uygulanmamis kontrol BPH-1 hiicreleri. E, F, G, H,
goriintiileri 24 saat siireyle 2,5 mM BA uygulanmis BPH-1 hiicreleri. I, J, K, L,
goriintiileri 24 saat siireyle 2,5 mM BO uygulanmis BPH-1 hiicreleri. yH2AX®ert)
ALEXA 594 (Kirmizi), pATMS19%8D Al EXA 488 (Yesil) ve hiicre cekirdekleri DAPI

(mavi) ile isaretlenmigtir. Gorlintlilemelerin hepsi 100X objektifte ve aynm1 uygulama
kosullar1 altinda ¢ekilmistir.

Sekil 4.4'deki immiinofloresan goriintiiler incelendiginde tek basina H>O> uygulanan
BPH-1 hiicrelerinde, ozellikle Sekil 4.3’teki hicbir madde uygulanmayan kontrol
hiicrelerine kiyasla net ve diizglin bir sekilde H2AX odaklarinin ve ATM
fosforilasyonunun gergeklestigi belirlendi. BA ve BO varliginda H20> uygulanan BPH-1
hiicreleri incelendiginde ise sadece H20, uygulanmus hiicrelere kiyasla ATM
fosforilasyonunun ve buna bagl olarak H2AX odak olusumlarinin net ve belirgin bir

bicimde azaldig1 gozlendi.
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BA + Hy05 H02

BO + Hy05

Sekil 4.4. BPH-1 hiicrelerinde 24 saat siire ile H.O2, BA+H202, BO+H20; uygulamasinin
DNA hasar1 belirtecleri olan yH2AX 139 ye pATM®S98L) fosforilasyonuna etkisi. A,
B, C, D yalnizca H20; uygulanmis BPH-1 hiicreleri. E, F, G, H, goriintiileri 24 saat
stireyle 2,5 mM BA ve 250 uM H202 uygulanmis BPH-1 hiicreleri. I, J, K, L goriintiileri
24 saat siireyle 2,5 mM BO ve 250 uM Hz0; uygulanmis BPH-1 hiicreleri. yH2AX(Ser139)
ALEXA 594 (Kirmizi), pATM®e1%8D AL EXA 488 (Yesil) ve hiicre ¢ekirdekleri DAPI
(mavi) ile isaretlenmistir. Goriintiilemelerin hepsi 100X objektifte ve ayn1 uygulama
kosullar1 altinda ¢ekilmistir.

Sekil 4.5.'deki immiinofloresan goriintiiler analiz edildiginde 24 saat yalnizca DOKSO
uygulanan BPH-1 hiicrelerindeki H2AX ve ATM fosforilasyonlarinda net ve diizgiin bir
sekilde artis meydana geldigi gozlemlendi. 24 saat siireyle BPH-1 hiicrelerine uygulanan
BA+DOKSO gorintiileri incelendiginde ise H2AX ve ATM fosforilasyonu yalnizca
Dokso uygulanmig BPH-1 hiicreleriyle kiyaslandiginda net ve diizgiin bir bicimde azalma
meydana geldigi gozlemlendi. 24 saat siireyle BPH-1 hiicrelerine uygulanan
BO+DOKSO goriintiileri incelendiginde ise yine yalnizca DOKSO uygulanmis BPH-1
hiicrelerinin goriintiileriyle kiyaslandigi zaman H2AX ve ATM fosforilasyonlarinda

belirgin bir sekilde azalma oldugu saptandi.
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Sonug olarak hem H20; (Sekil 4.4.) hem de DOKSO (Sekil 4.5.) uygulanan BPH-1
hiicrelerinde net ve diizgiin bir sekilde H2AX odak olusumlari ve ATM fosforilasyonu
gozlenirken bu odaklarin BA ve BO uygulamasiyla birlikte yiiksek seviyede azaldigi

belirlendi

BA + DOKSO DOKSO

BO + DOKSO

Sekil 4.5. BPH-1 hiicrelerinde 24 saat siire ile DOKSO, BA+DOKSO, BO+DOKSO
uygulamasinin  DNA  hasar1  belirtegleri olan yH2AXGe3)  ye pATMGeriosl)
fosforilasyonuna etkisi. A, B, C, D goriintiileri yalnizca 5 pM DOKSO uygulanmis BPH-
1 hiicreleri. E, F, G, H goriintiileri 24 saat siireyle 2,5 mM BA ve 5 uM DOKSO
uygulanmis BPH-1 hiicreleri. I, J, K, L goriintiileri 24 saat siireyle 2,5 mM BO ve 5 uM
DOKSO uygulanmis BPH-1 hiicreleri. yH2AXGE3)  ALEXA 594 (Kirmizi),
PATMEEBL AL EXA 488 (Yesil) ve hiicre gekirdekleri DAPI (mavi) ile isaretlenmistir.
Goriintiilemelerin hepsi 100X objektifte ve ayn1 uygulama kosullar1 altinda ¢ekilmistir.
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Sekil 4.6. BPH-1 hiicrelerininin immiinofloresan goriintiileme sonucu elde edilen
goriintiilerinden (A) YH2AX 139 odak olusumlarmin ve (B) pATM®E%D fosforilasyon
seviyesinin Image] programi ile analizi (Her grup i¢in n>300, *p<0,01; **p<0,005;
***p<0,0001

Immiinofloresan mikroskobisi ile elde edilen goriintiiler ImageJ] yazilim programu ile
analiz edilerek H2AX odaklar1 ve pATM seviyeleri sayildi ve 6l¢iildii. Her 6rnek grubu
icin en az 300 hiicrenin analizi gergeklestirildi. Veriler “ortalama deger + standart sapma”
olarak sunuldu. Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS programi
kullanilarak yapildi. Sayisal verilerin dagiliminin normale yakin olup olmadig1 Shapiro-
Wilk testi ile varyanslarin homojenligi ise Levene testi ile arastirildi. Gruplar arasinda
ortalamalar yoniinden farkliliklar, Tek Yonlii Varyans Analiz (One Way ANOVA) JMP
paket programui kullanilarak degerlendirildi. Anlamlilik smir1 0,01 olarak alindi ve
anlamli ¢ikan 6rneklerde p degerleri sunuldu. Bu 6l¢iimler sonucunda elde edilen ve Sekil
4.6’da verilen grafiklere bakildiginda, higbir madde uygulanmamis kontrol hiicrelerinde
100 olarak belirlenen H2AX odak sayisinin, BA uygulanan hiicrelerde 84'e ve BO
uygulanan hiicrelerde ise 61'e diistiigii belirlendi. H2O2 uygulanan hiicrelerde beklenildigi
tizere DNA hasarmin artmasiyla birlikte H2AX odak sayisinin 466 degerine yiikseldigi,
BA uygulanmasi sonucu bu odak sayisinin 385'e ve BO uygulanmasi sonucu ise 303'e
geriledigi gozlendi. Tek bagina DOKSO uygulanan hiicrelerde H2AX odak sayis1 629
olarak hesaplanirken, BA uygulanan hiicrelerde bu odak sayisinin 367'ye ve BO
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uygulanan hiicrelerde 269'a diistiigii belirlendi. Sekil 4.6.B’de pATM relatif ekspresyon
grafigi incelendiginde, kontrol hiicrelerinde pATM fosforilasyon seviyesinin 100 oldugu
ve bu degerin sirasiyla BA ve BO uygulanmasi sonucu 111 ve 114’ yiikseldigi gozlendi.
H20, uygulanan hiicrelere bakildiginda pATM seviyesi 157'iken BA uygulanmasi sonucu
fosforilasyon seviyesinin 75'e diistiigii, BO uygulanmasi sonucunda ise 59'a kadar
geriledigi belirlendi. DOKSO uygulanmasi sonucunda pATM seviyesi 395 olarak
Olctiliirken BA uygulanmasi sonucu 305'e, BO uygulanmasi sonucunda ise 144'e kadar
diistligii saptandi. Sonug olarak hem immiinofloresans goriintiileri hem de Image J analizi
ile elde edilen veriler goz oniine alindiginda BA ve BO varliginda hiicrelerde gerceklesen

DNA hasari oraninin azaldigi belirlendi.

4.3. Western Blot Uygulamasi Bulgu ve Sonuclar

Bu tez kapsaminda western-blot ile BA ve BO'in BPH-1 hiicre hattindaki DNA hasari
yanit yolagi iizerine bir etkisi olup olmadig1 sorgulandi. Bu ama¢ dogrultusunda BPH-1
hiicrelerine dnce 2 saat siireyle 2,5 mM BA ve BO 6n uygulamasi ve ardindan 22 saat
stireyle 5 uM Dokso ile 250 uM H20. uygulanarak protein izolasyonlari yapildi ve SDS-
PAGE jellerinde yiiriitiildii. Bu deneme ile bor bilesiklerinin DNA hasari1 yanit yolaginda

temel rol  oynayan  proteinlerin  seviyesine  olan  etkisi  arastirildi
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Sekil 4.7. A) BPH-1 hiicrelerine 24 saat siireyle 2,5 mM konsantrasyonda BA ve BO
uygulanmasi sonucu gozlenen DNA hasar1 yolag: ile ilgili proteinlerin ekspresyon

p53 p-p53 erte)
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seviyesindeki degisimler. B) BPH-1 hiicrelerine 24 saat siireyle 2,5 mM konsantrasyonda
BA ve BO uygulanmasi sonucu gézlenen DNA hasar1 yolag: ile ilgili proteinlerin kat
cinsinden elde edilen ekspresyon seviyesindeki degisimleri (Image J programi ile
kantitatif olarak analiz edilmistir).

Sekil 4.7.'de elde edilen verilere gore protein seviyesindeki degisimler incelendiginde,
ATM proteininde yapilan biitiin uygulamalarda total ATM proteininde ¢ok anlamli
degisiklikler gozlenmedi. PATMEEBY  fosforilasyon seviyesindeki degisimlere
bakildiginda immiinofloresan sonuglari ile uyumlu olacak sekilde tek basina BA ve BO
uygulamalarmin pATM®1%D seviyesini sirastyla 2,2 ve 1,5 kat artirdigi belirlendi.
Kontrol hiicrelerine kiyasla DOKSO uygulamasmin 5,4 kat pATM®ert%)
fosforilasyonuna yol agtig1 daha sonra BA uygulanmasiyla bu seviyenin 3,8 kata diistiigii,
BO uygulamasiyla ise 1,9 kata kadar geriledigi gozlendi. Kontrol hiicrelerine kiyasla
H,02 uygulanmasmin ise 1,7 kat pATM®E®8Y fosforilasyonuna yol agtigi, BA
uygulanmasiyla birlikte bu seviyenin 1,2 kat diizeyine geriledigi ve BO uygulanmasiyla

birlikte pATM®e1%8D) fosforilasyonun 2,9 kat azaldig: saptandi.

YH2AXGe39) seviyeleri incelendiginde kontrol hiicrelerine kiyasla DOKSO uygulanmasi
sonucu 5,6 katlik ve H2O2 uygulanmasi sonucu 3,1 katlik bir artig oldugu belirlendi (Sekil
4.7.). BA varliginda DOKSO ve H>0; uygulandiginda elde edilen bu artislarin sirastyla
2.2 ve 1,8 kata diistiigli gozlendi. Benzer sekilde BO varliginda DOKSO ve H20:
uygulandiginda yH2AXS39) fosforilasyon seviyesi kat degisikliklerinin sirasiyla 1,5 ve
2.3 oldugu belirlendi.

p-p53Certd) kat seviyeleri incelendiginde ise kontrol BPH-1 hiicrelerine kiyasla H.O>
uygulanmasi sonucu p-p53©¢™® fosforilasyonunda 22,6 katlik bir artis meydana geldigi,
BA uygulanmasiyla bu seviyenin 13,7 diizeyine geriledigi, BO uygulanmasiyla 17,7
seviyelerine diistiigii gézlemlendi. DOKSO uygulanmasi sonucunda ise 52,9 katlik bir
artis meydana gelmis olup BA uygulanmasiyla bu kat artis1 36,8'e, BO uygulanmasiyla
34,5 seviyelerine diistiigii belirlendi (Sekil 4.7.).
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Total p53 protein seviyesinde ¢ok anlamli degisiklikler gozlenmemesi ile birlikte H2O»
ve DOKSO uygulamasi ile bir miktar azalan p53 proteininin, 6zellikle BO varliginda

daha yiiksek seviyelerde oldugu gozlendi.

PATR®™2) seviyeleri incelendiginde kontrol BPH-1 hiicrelerine kiyasla H,O, ve
DOKSO uygulamalari sonucunda ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisiklik olmadigi
belirlendi. Bununla birlikte BA varliginda H2O2 ve DOKSO uygulandiginda sirasiyla 1,2
ve 2,6 katlik; BO varliginda H,0O2 ve DOKSO uygulandiginda ise sirasiyla 2,8 ve 5,7
katlik bir azalma oldugu gozlendi. Ek olarak tek basina BO uygulamasinin
PATMG 98D ye benzer sekilde pATR®®™28) seviyesini 1,8 kat arttirdigi saptandi.

D-AKHE2r T2 | i G — — . —— .,
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Sekil 4.8. BPH-1 hiicrelerine 24 saat siireyle 2,5 mM konsantrasyonda BA ve BO
uygulanmas1 sonucu gozlenen DNA hasar1 yolagi ve hiicre proliferasyonu ile ilgili
proteinlerin ekspresyon seviyesindeki degisimler.
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Sekil 4.8.'de p-AktSe47® seviyelerine bakildiginda tek basina BA uygulamasi belirli bir
oranda azalmaya yol agarken, tek basina BO uygulamasinin anlamli bir degisiklige neden
olmadig1 belirlendi. Kontrol BPH-1 hiicrelerine kiyasla hem tek basina hem de BA
ve/veya BO varliginda yapilan H2O; uygulamasinin anlamli bir sekilde p-AktSe473)
seviyesini degistirmedigi gézlendi. Tek basina DOKSO uygulamasinda ise belirgin bir
sekilde azalan p-Akt®e™™) seviyesinin, BA ve/veya BO varliginda ise ¢ok daha yiiksek
oranda azaldig1 belirlendi. Total AKT seviyeleri incelendiginde genel olarak DNA hasar1
ajanlan varliginda Akt seviyesinin azaldigi, 6zellikle BA ve BO varliginda DOKSO

uygulandiginda bu azalmanin daha yiiksek oranlarda gergeklestigi gozlendi.

p-p38(Thri8UThri82) ek spresyon seviyelerinde yapilan uygulamalara bagl olarak ok
belirgin degisiklikler elde edilmedi. Bununla birlikte tek bagina DOKSO uygulamas: ile
bir miktar artan p38 fosforilasyonunun, BA ve BO varliginda tekrar bazal seyiye diistiigii
gozlendi. p38 ekspresyon seviyesinde de benzer sekilde kontrol hiicrelerine kiyasla
yiiksek oranlarda bir degisim gozlenmemesine ragmen, 6zellikle BO varliginda H202 ve

DOKSO uygulandiginda ekspresyon seviyesinde bir miktar azalma oldugu belirlendi.

P-SAPK/INK(Thr183TYrI8S) ok shresyon seviyeleri incelendiginde sadece doksorubisin ile
yaratilan DNA hasar1 kosullarinda belirgin degisiklikler oldugu gozlendi. Tek basina
DOKSO uygulandiginda artan p-SAPK/INK(TMETYIE) gevivelerinin, 6zellikle BO
varliginda belirgin bir sekilde azaldig1 belirlendi. Benzer sekilde tek basina DOKSO
uygulandiginda degisiklik gostermeyen SAPK/JNK ekspresyon seviyelesinin BA ve
ozellikle BO varliginda azaldig gozlendi. Ilging olarak tek basina BA uygulandiginda ise
SAPK/JINK protein seviyesinde bir miktar artis oldugu belirlendi.
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Sekil 4.9. BPH-1 hiicrelerine 24 saat siireyle 2,5 mM konsantrasyonda BA ve BO
uygulanmasit sonucu gozlenen DNA hasar1 yolagi ve hiicre proliferasyonu ile ilgili
proteinlerin kat cinsinden elde edilen ekspresyon seviyesindeki degisimleri (Imagel
programu ile kantitatif olarak analiz edilmistir).

Sekil 4.9.'da elde edilen Image J analiz verilerine gore protein seviyesindeki degisimler
incelendiginde, p-Akt®®™73) seviyelerinde hem tek basina hem de BA ve BO varliginda
yapilan H2O2 uygulamalarinda belirgin bir degisiklik gézlenmedi. Bununla birlikte tek
basina DOKSO uygulamasinda 1,7 katlik bir azalma oldugu, BA ve BO varliginda ise bu
azalmanin sirasiyla 3,2 ve 2,6 kata yiikseldigi belirlendi. Tek basina BA uygulamasinin
da p-Akt®73) seviyesinde 1.9 katlik bir azalmaya yol agtig1 saptandi. Total Akt protein
seviyesinin H202 ve DOKSO uygulamasi ile birlikte 1,4 ve 1,8 kat azaldig1 gozlendi.
Ozellikle BA veya BO varliginda DOKSO uygulandiginda Akt seviyesinin belirgin bir
bicimde azaldig1 ve sirasiyla 5,6 ve 2 katlik bir azalis oldugu belirlendi.

p-p38(Thri80Tyris2) elspresyon seviyelerinde yapilan tiim uygulamalar icin anlamli kat
degisiklikleri gozlenmedi. Bununla birlikte tersi olarak total p38 ekspresyon seviyesinin
BA ve BO varliginda yapilan tiim uygulamalarda azaldig1 belirlendi. BA ve BO’in
DOKSO ile sinerjik olarak etki gdsterdigi, tek basina DOKSO uygulamasinin 1,2 kat
azalttig1 p38 seviyesini BA ve BO’in sirasiyla 1,4 ve 1,8 kata yiikselttigi gozlendi.
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P-SAPK/INK(ThI8TYrI8S) akspresyon seviyeleri incelendiginde, tek basma H0>
uygulanan hiicrelerde ekspresyon seviyelerinde anlamli bir degisim meydana gelmezken,
BA uygulanan hiicrelerde sirasiyla 1,3 ve 2,3 katlik bir azalma, BO uygulanan hiicrelerde
sirastyla 2,0 ve 2,8 katlik bir azalma meydana geldigi gozlendi. Tek bagina DOKSO
uygulanan hiicrelerde 3,3 ve 1,2 kathik bir artis meydana gelirken, BA uygulanan
hiicrelerde bu artiglarin 2,9 ve 1 kata, BO uygulanan hiicrelerde ise 1,7 ve -1,4 kata
distiigii belirlendi. SAPK/INK ekspresyon seviyelerine bakildiginda ise tek basina BA

uygulamasinda gozlenen 3 katlik artis disinda anlamli bir degisim gozlenmedi.
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5. TARTISMA

Benign prostat hiperplazisi, genel olarak koétii huylu olmayan epitel ve stromal bir hiicre
cogalmasidir. En yaygin goriilen etkileri ise prostat biiylimesi, prostat genislemesi ve
diisiik tiriner sistemi semptomlari'dir (Sutton ve ark. 2006, Pena ve ark. 2009, Norstrém
ve ark. 2016). BPH'1n ortaya ¢ikmasi genellikle ¢evresel, genetik ve hormonel etkenler
gibi faktorlere dayandirilmasina ragmen BPH patogenezindeki anormal seviyede
meydana gelen bu biiyiimeyi regiile eden molekiiler yolak hakkinda bilinenlerin seviyesi
distktiir (Siejka ve ark. 2010, Xie ve ark. 2015). BPH gelisiminin tedavisi cerrahi veya
bilinmeyen yan etkilerden olusan farmokolojik ajanlardan olugmasindan dolayr BPH
gelistiren kisilerin tedavisinde kullanilabilecek yeni ajan ve maddelerin bulunmasina
ihtiyag oldugu bildirilmistir (Lin ve ark. 2015, Zhang ve ark. 2015, Norstrom ve ark.
2016, Sarbishegi ve ark. 2016, Nielsen ve ark. 2011).

Borun insanlar ve hayvanlar i¢in ¢ok sayida yararl etkisi olabilecek biyoaktif bir mineral
oldugu kisitli epidemiyolojik ve deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir
(Nielsen ve ark. 2011). Bor ve tiirevlerinin anti-profileratif, anti-enflamatuvar ve anti-
kanserojen etkisi olabilecegi son zamanlarda yapilan ¢alismalarla ortaya koyulmaya
calisilmigtir (Barranco ve ark. 2007, Korkmaz 2008). Bu sebeple, bor ve tiirevlerinin
benign prostat hiparplazisi hiicrelerinde umut vaad eden ajanlar olarak uygulanabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda, bor ve tlirevlerinin BPH {izerine etkilerini gosteren
caligmalar literatiirde ¢ok azdir. Az sayida literatiir calismasina bakildiginda ytiiksek
miktarda bor alan erkek bireylerde prostat biiyiimesi olasiliginin azaldigi, su igerisindeki
bor miktarindaki artigla prostat bilylimesi, prostat kanseri riski ile 6lim oranlarinimn

azaldig1 rapor edilmistir (Korkmaz 2011, Miiezzinoglu ve ark. 2011).

Bu tez calismasinda ise prostat dokusunun farklilagsmasi 6zelliginden yola c¢ikilarak
BPH'!m gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen DNA hasarinda fonksiyon gosteren
proteinlerin bor ve tiirevlerinin varlifinda nasil bir degisime ugradigini arastirmak
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda ise BPH-1 hiicre hatti uygun kosullarda
biiyiitiilmiis daha sonrasinda ise MTT deneyleri ile bu hiicrelere uygulanacak borik asit

(BA) ve bor oksit (BO) bilesiklerinin sitotoksisite analizleri ger¢eklestirilmigtir. MTT
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demeleri sonucunda ise ICso degerleri degerlendirilerek hiicre i¢in en uygun
konsantrasyon ve siire i¢in karar verilmistir. Belirlenen doz ve siire agisindan karar
verildikten sonra ise immiinofloresan goriintilleme yOntemiyle uygulanan maddelerin
DNA hasarma etkisinin Olgiilmesi i¢in gerekli antikorlarla hiicreler fikse edilerek
PH2AX 139 ye pATMGEr98D proteinlerinin fosforilasyon seviyelerine bakilmis ve odak
sayimlar1 yapilmistir. Yine belirlenen doz ve siire dikkate alinarak hiicrelerden Western-
blot analizi yapilmasi amaciyla protein izolasyonu gerceklestirilmis ve uygun antikorlar
kullanilarak DNA hasarinda ve hiicre proliferasyonunda gorev alan pH2AX(Sert39)
PATM(Sr8) ATM, pATRE2) n-p53(eri) 53 p-AKtSe473) | Akt, p-p3g(Thriso/Tyris2)
p38, p-SAPK/INK(Thri8sMyri8s) = SAPK/INK proteinlerinin seviyelerindeki degisimler

incelenmistir.

Borun bitkiler ve bazi yiiksek hayvanlar i¢in esansiyel oldugu ve bagisiklik sistemi, tiroid
hormonu, insiilin metabolizmasi ve ayrica kemik metabolizmasi iizerinde faydali etkileri
oldugu gosterilmistir. Baska bir deyisle, insanlarda bor eksikligi veya takviyesi ile farkli
biyolojik etkiler gézlenmistir (Bradke ve ark. 2008, Duydu ve ark. 2011, Hunt ve Idso
1999). Ayrica BA 'nin yara iyilesmesi tizerinde olumlu etkilerinin yan1 sira DNA hasarina
ve oksidatif strese karsi koruyucu bir element olabilecegi one siiriilmiistiir (Yilmaz ve
ark. 2016, Ince ve ark. 2010). BA'nin biyokimyasal mekanizmasi tam olarak
anlagilmamasina ragmen, ¢ogu calisma hiicre membran fonksiyonlar1 ve Ozellikle
oksidatif metabolizmada enzim aktivitelerinin diizenlenmesi olmak {izere iki
mekanizmaya odaklanmistir (Nielsen ve ark. 2011, Bradke ve ark. 2008, Ince ve ark.
2010).

Literatiirde farkli hiicre gruplar tizerinde farkli bor bilesikleri kullanilarak yapilan ¢ok
sayida calisma mevcuttur. Tez caligmasinda kullanilan bor tiirevlerinin miktarlari
literatlirde yer alan bilgilere bakildiginda hiicreler i¢in toksik bir etki yaratabilecegi
goriisiindeydi fakat sonraki yapilan arastirmalara bakilarak kullandigimiz bor ve
tiirevlerinin suda ¢ozilinliyor oldugundan ve hiicre membraninin lipid yapisindan dolay1
hiicre icerisine emilmesini azaltabilecegi i¢in kullanilan bor ve tiirevleri bu miktarlarda
kullanilmistir. Kullanacagimiz bor ve tiirevi maddeler eger yagda ¢oziinen bir yapida

olsaydi hiicre icerisine emilimi daha yiliksek olacagindan dolayr daha diisiik
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konsantrasyonlarda kullanilmasi gerekirdi. Ayrica kullanilan bor ve tlirevi maddelerin
hangi materyal icerisinde ¢dziindiigii de 5Snem arz etmektedir. Ornegin kullanilan bor ve
tiirevi maddelerimiz DMSO gibi bir kimyasalin igerisinde ¢oziinseydi hiicrelere ayrica
DMSO uygulamasi yapilip bu maddenin DNA hasarinda etkin rol oynayan proteinlerin
tizerine etkisi olup olmadiginin arastirilmasi gerekirdi. Bizim ¢alismamizda ise BA ve
BO suda ¢6ziindiigii i¢in suyun tek basina bir etkisi olabilecegi diigiiniilmediginden dolay1
sadece suyla bir deneme yapilmamistir. Sonug olarak kullandigimiz BA ve BO maddeleri
suda c¢ozinirliikleri yiiksek olduklar1 igin bu durum hiicre membranindan gegisi

zorlagtirdigi i¢in yiiksek konsantrasyonlarda etki gdsterdigi diisiintilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda BA ve BO'in pH2AX odak olusumu ve pATM fosforilasyonu ile
DNA c¢ift zincirindeki kirilmalara kars1 koruyuculugunu aragtirdik. BPH-1 hiicre hattina
Dokso ve H>O» gibi DNA hasarina neden olan ajanlar kullanilarak DNA ¢ift zincir
kiriklar1 meydana getirilmis ve bu ajanlarin normal hiicrelerde yiiksek seviyede DNA
hasarina neden oldugu immiinofloresan goriintileme ve western analizleriyle
gbézlemlenmistir. Immiinofloresan  goriintliler incelendiginde hicbir uygulama
yapilmamis kontrol hiicrelerinde ¢ok az miktarda da olsa pH2AX odagi ve pATM
fosforilasyonu gozlemlenmektedir. Bunun sebebide hali hazirda olan hiicrelerin
pasajlama stresi, ortam degisimi gibi sebeplerden dolay1 endojen stres kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Daha sonra BA ve BO uygulanmuis hiicreler incelendiginde ise kontrol
hiicreleriyle kiyaslandiginda pH2AX odak sayist azalirken, pATM fosforilasyon
seviyesinin bir miktar arttig1 saptanmistir. H2O, ve Dokso uygulanan hiicrelerde ise net
bir sekilde H2AX odaklar1 gézlenirken bu odaklarin BA ve BO uygulanmasi ile birlikte
yiiksek seviyede azaldigi gézlenmistir. ATM proteini DNA ¢ift zincir kiriklarina kars
olusturulan yanitta 6nemli bir role sahiptir ¢linkii pH2AX proteinini fosforilleyerek DNA
hasar1 onarimini aktif hale getirmektedir (Hallstrom 2007). Dolayisiyla uygulanan BA ve
BO maddelerinin pATM seviyesini arttirarak DNA tamirini hizlandirp H2AX

seviyelerinin diismesine yol a¢tig1 diisiiniilmektedir.
Tez calismasinda western sonuglarina bakildiginda ise, kontrol hiicrelerindeki pATM

seviyelerinin diisiik oldugu, Dokso ve H202 uygulanan hiicrelerde pATM seviyelerinin

yiiksek bir miktarda arttigi, BA ve BO uygulamasiyla da pATM seviyelerinin belirgin bir
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bicimde diistiigii bulunmustur. pH2AX seviyelerine bakildiginda kontrol hiicrelerinde az
seviyede gozlemlenirken, Dokso ve H202 uygulanmasiyla birlikte pH2AX seviyelerinin
artt1ig1 daha sonrasinda ise BA ve BO uygulanmasiyla birlikte bu seviyelerin diistiigii
bulunmustur. Diger bir DNA hasar1 belirteci olan p-p53©¢® seviyelerine bakildiginda
ise kontrol hiicrelerinde H202 ve Dokso uygulanmasiyla birlikte fosforilasyonunda artis
gozlenmis, daha sonra BA ve BO uygulanmasiyla birlikte bu fosforilasyon seviyelerinin

diistiigii bulunmustur.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar bor aliminin artmasi ile birlikte kanser riskinin ve
DNA hasarmin azalmasi ve antioksidan seviyelerinin artmasinin iliskili oldugunu rapor
etmektedir (Tepedelen ve ark. 2016, Yamada ve Eckhert 2019). Ornegin, borik asidin
NADPH seviyesinin regiilasyonunda etkin rolii oldugu ve antioksidan seviyelerini
artirdigr gosterilmistir (Chapin ve ark. 1998, Korkmaz ve ark. 2019). Ayrica bordan
yoksun erkek ve kadinlara (0,25mg/giin) yapilan bor takviyesi (3mg/giin) eritrosit
stiperoksit dismutaz konsantrasyonunu 6nemli derecede arttirmaktadir (Nielsen, 1996).
Bununla birlikte kalsiyum fruktoboratin oksidatif strese maruz birakilan kiltiir
hiicrelerinde hiicre i¢i siiperoksit iyonlarinin miktarini azalttigir bulgulanmigtir (Nielsen
ve Meacham 2011). 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada borik asidin NAD’1n metabolik
tirtinii olan siklik ADP riboz (cyclic ADP ribose/cADPR) ile etkilestigi ve BA sinyal
yolaginin ARE (antioksidan yanit elemanlari/antioxidant response element)-regiile genler
ile iliskili oldugu gosterilmistir (Yamada ve Eckhert 2019). Khaliq ve arkadaslarinin
yaptig1 bir galismada diisiik dozda (160mg’a kadar) borun enzim aktivitesini regiile ettigi,
antioksidan sistemini gelistirdigi ve bobrek gelisimini artirdigi rapor edilmistir (Khalig
ve ark. 2018). Siganlarda sisplatin toksisitesinin incelendigi bir ¢alismada ise borik asidin
ve boraksin farkli dozlarda sisplatin tarafindan yaratilan enflamasyonu ve oksidatif stresi
azalttigi bulgulanmistir (Hazman ve ark. 2018). Ayrica BA’in selenometiyonin ve
genistein gibi kemopreventatif ajanlarin anti-proliferatif etkinligini artirdig1 ve kanser
hiicrelerini iyonize radyasyona (IR) karsi daha duyarl hale getirdigi bulgulanmigtir
(Barranco ve ark. 2007). Bu dogrultuda tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglara
bakildiginda H202 ve Dokso uygulanan BPH hiicrelerinde artan pH2AX ve pATM
fosforilasyonlarinin BA ve BO uygulamasiyla birlikte azaldigi ve DNA hasar1 meydana

gelmis hiicrelerde bu hasarin diigmesinde rol oynadiklar1 bulunmustur. Bu baglamda BA
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ve/veya BO’in ATM gibi anahtar faktorleri regiile ederek DNA tamir kapasitesini
artirabilecegi ya da anti-oksidan enzim seviyelerini regiile ederek oksidatif
metabolizmay1 modifiye edebilecegi sonucuna varildi. Ek olarak ekstraseliiler kalsiyum
seviyelerinin oksidatif DNA hasar1 araciligiyla arttig1 ve artan kalsiyum seviyelerine bagl
olarak nukleus icerisine giren aktif niikleazlarin DNA zincir kiriklarina yol actigi
bilinmektedir. 2009 yilinda yapilan bir ¢aligmada ise kandaki yiiksek BA seviyesinin
hiicre i¢i Ca*? sinyalini ve depolanmasini azalttig1 belirlenmistir (Henderson ve ark.
2009). Dolayisiyla BA ve diger bor bilesiklerinin kalsiyum seviyelerini azaltarak DNA

hasar1 olusumunu engelleyebilecegi de diistinlilmektedir.

Birgok etiyolojik varsayim BPH’nin baslangici olarak prostat enflamasyonunu isaret
etmektedir. Degisen sitokin/kemokin ekspresyonunun BPH odaklari ile iliskili oldugu ve
pro-enflamatuvar sitokinlerin BPH gelismine yol agtig1 bircok ¢alismada gdsterilmistir
(Chughtai ve ark. 2011, Schauer ve ark. 2011). Prostat mikrogevresi tarafindan tiretilen
bu pro-enflamatuvar sitokinler arasinda yer alan IL-8 ise kronik enflamasyon ve hiicre
proliferasyonu arasindaki anahtar baglanti olarak kabul edilmekte ve IL-8’in BPH’ nin
giivenilir bir belirteci olabilecegi diisiiniilmektedir (Penna ve ark. 2009, Chughtai ve ark.
2011, Schauer ve ark. 2011). IL-8 miktar1 ise gen promotorunun derepresyonu (represor
genin inaktivasyonu), NF-kB ve JNK vyolagi araciligiyla genin transkripsiyonel
aktivasyonu ve p38 MAPK yolagi araciligiyla mRNA stabilizasyonu mekanizmalari
araciligiyla kontrol edilmektedir (Hoffmann ve ark. 2002). Bu tez calismast kronik
eflamasyon siirecinde olusan DNA hasarinda bor bilesiklerinin koruyucu bir etkisi olup
olmadigin1 degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir. Bu nedenle bu tez ¢aligsmasi
kapsaminda DNA hasarinda rol oynayan H2AX ve ATM gibi proteinlerin yani sira hiicre
proliferasyonu, hiicre sag kalimi ve oOzellikle IL-8 salmimi ile iligkili olan Akt,
SAPK/INK ve p38 MAPK yolaklarindaki protein seviyeleri de incelenmistir. Yapilan
uygulamalar sonucunda elde edilen sonuglar incelendiginde o6zellikle BA ve BO
varliginda Akt, SAPK/JNK ve p38 seviyelerinde belirli oranlarda azalmalar oldugu
belirlenmistir. Bu baglamda bor bilesikleri varliginda JNK ve p38 seviyelerinin azalmasi
ile iliskili olarak IL-8 seviyesinin ve dolayisiyla enflamasyonun azaltilmasi yoluyla Akt
seviyesindeki azalis ile birlikte hiicre proliferasyonunun ve sag kalimin azalabilecegi ve
ozellikle BPH-1 hiicrelerinde DNA hasarinin minimum seviyede tutulmaya c¢alisildig:

kanisina varildi.
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Sonug olarak azalan H2AX odak olusumlar1 nedeniyle BA ve BO gibi bor bilesiklerinin
DNA hasarmi azaltic1 veya koruyucu bir etki gosterdigi kanisina varilabilir. Bununla
birlikte bu hipotezin dogrulanabilmesi i¢in daha ileri diizeyde c¢alismalarin yapilmasi
gerckmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda tek doz ve tek siire seklinde denemeler
gerceklestirilmistir. Dolayisiyla doz ve siire uygulamalar1 genisletilerek daha farkli deney
setlerinin kurulmasiyla, DNA onariminda rol oynayan MRN kompleksi gibi diger dnemli
faktorlerin, IL-8 gibi enflamatuvar belirteglerin ve ROS tiirlerinin seviyelerinin
incelenmesi ve apoptoz regiilasyonunun arastirilmasi ile daha ayrintili sonuglar elde

edilecegi ve bu sekilde ¢aligmanin daha ileri seviyelere taginabilecegi diistiniilmektedir.
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