UNIVERSITESI

J/CELAL BAYAR

TURKIYE CUMHURIYETI
CELAL BAYAR UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

BOR TUREVLERININ BENIGN PROSTAT HiPERPLAZISI
(BPH) UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

ELIiF SOYA

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBi BIYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN OGRETIM UYESI
Prof. Dr. MEHMET KORKMAZ

MANISA
2016






/CELAL BAYAR

UNIVERSITESI

TURKIYE CUMHURIYETI
CELAL BAYAR UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

BOR TUREVLERININ BENIGN PROSTAT HiPERPLAZISI
(BPH) UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

ELIiF SOYA

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBi BIYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN OGRETIM UYESI
Prof. Dr. MEHMET KORKMAZ

TEZ SINAV JURISI
Prof. Dr. MEHMET KORKMAZ
Prof. Dr. NEVIN ERENSOY
Do¢. Dr. NURAY ALTINTAS

MANISA - 2016



BEYAN

Bu tez ¢aligmasinin kendi galismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alisgmayla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine aldigimu, yine bu tezin ¢alisilmasi
ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarimi ihlal edici bir davranigimin olmadii beyan

ederim.

Elif SOY



ONSOZ

Egitimim siiresince ve tez ¢calismamda yanimda olan sevgili hocam ve tez
danmismanim  Prof.Dr. Mehmet KORKMAZ’a, hi¢bir zaman yardimlarin
esirgemeyen, yiiksek lisans doneminde laboratuvarda, bana teknik destek saglayan ve
tez c¢alismamda ¢ok yardimci olan Yard.Do¢.Dr. Burcu ERBAYKENT
TEPEDELEN’e en kalbi duygularla tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica yetismemde
desteklerini ve katkilarini esirgemeyen, Anabilim Dalimiz 6gretim tiyelerimizden
Prof. Dr. Selim UZUNOGLU ve Dog. Dr. Nuray ALTINTAS hocalarima tesekkiir

ederim.

Hayatim boyunca hep yanimda olan Canim Annem Selin ELVERMEZ YILMAZ’a
ve Esimle birlikte hayatima dahil olan SOYA ailesine ¢ok tesekkiir ederim.

Yogun tez donemimde bana her zaman destek olan ve moral veren sevgili Esim

Seckin SOYA'’ya sabrindan dolay: tesekkiir ederim.

ELIiF SOYA



ICINDEKILER

Sayfa

ONSOZ ..ot v
SEKILLER DIZINT ..ottt VIII
TABLO DIZINI ...ttt X1
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ....ccootiiiniiieininceeneeseee e X1
BEFT.. W ............coooec... A A AW ... 1
ABSTRACT ...ttt ettt et ettt e et e e st e bt eaeesesse et e sesaeenseeseenseseansensesneensansenneans 3
L GIRIS ettt et et et et e 5
2. GENEL BILGILER ..ottt sisesssesse et sise s sssesssessseseees 8
2.1, BOT V8 TUIEVIEIT ettt ettt ettt et st e b e 8
2.1.1. Bor ve Hiicresel FONKSIYONIAIT ........ccveeeveeiieeriierieeieetieieeseeseeseneeseesseesieessnesnnenns 9
2.1.2. Borun Canlilara EtKiSi.......cooteriirierienieieiieieeseee et 11
2.1.3. Bor Aktivitesinin Biyokimyasal MeKanizmast ...........cccceeeeeeoienenienencenienencans 12

2.2. Benign Prostat Hiperplazisi (BPH) .........cccooviiiiiiiiiiiee et 14
2.3. Apoptozis (Programli Hiicre OMIMIi)..........c.ovovveuiviveieieececeeeeeeeee e 16
2.3.1. Kaspazlar (Hiicresel Giyotinler) .........ceccevuerierieniriienenienieneeienceeeseenieeie e 18
2.3.2. Kaspaz AKLIVASYOMNU ....ccc.eeruiiiiiiiieiieitieeiie ettt e ittt st eebeesteesbeesaeesaeeens 21
2.3.3. Kaspaz Aktivitesinin DUzenlenmesi ..........cccueerueeriieiienienienieeieeie et 23
2.3.4 Apoptozis Sirasinda Cekirdekte Goriilen Degisimler...........occoeveenieniinieniennnen. 23
2.3.5. Memeli Hiicrelerinde APOPLOZIS.......ccevvervievieerieeriesieereereeieeteesesesenesenessseessees 25
2.3.6. P53 V& APOPLOZIS ..eeeuerreeerieeiieeeiieeitieeeteeestteesseeeeeeessseesseesssseessseesssseesssesssseessnnes 30

2.4, DINA HASATIT c.eeeuiieiieiieeieesite sttt ettt sttt et ettt et esbe e sbe e satesateeteesbeesbaesanenas 36
2.4.1. DNA Molekiillerindeki DegiSmeler..........cccvveevieeriierieeiieieeieeieeseesre e eeve e 37
2.4.2. DNA Cift Zincir Kiriklart (CZK)......c.oooviiviieiierieeniecie e sereere e 44

\



2.4.3. Kronik Inflamasyon Siirecinde ROT Olusumu ve DNA Hasart......c...cccceeeenneen. 47

2.4.4. DNA Hasar1 Yanit MeKanizmasi ........c.ccceoueiiiiniinienieiiieieeeeeecete e 49

3. GEREC VE YONTEM .....ooiiiiiieteeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 61
3L GERECQ ettt bt s 61
311 HUCTE DIZIST ettt ettt st st 61
3.1.2. Kimyasal Maddeler..........coooiiiiiiiiiiiiiiieiiieeieeeite ettt et 61
313, MAlZEMEIET ...ttt ettt ettt st 63
Bl AYGILIAT ottt et et e st e et 64

R I 401 11<3 s OO OO TSR R U PRUPPRUPONt 65
321, SHETIIIZASYOM ..ottt ettt ettt ettt et et e bt e sate st 65
3.2.2. Tampon ve Solusyonlarin Hazirlanmasi ............ccccoeceeiiiniiniiiiiniiieeniesieeee 66
3.2.3. HUCTE KUITUTT ...ttt st e 72
3.2.4. BPH-1 Hiicre Hattinin Ureme Kinetigi Egrisinin Cikartilmast ..............ccc.......... 75
3.2.5. Sitotoksisite AnalizIeri (IMTT) ....cccoovuveiieiiiieeeieieeee e 75
3.2.6. Western-Blot (immunoblotlama) Uygulamalari...........c....ceoeveevevevererenceeenennnn. 76
3.2.7. Immiinofloresan ISAretleme. .............co.ceveviveveieieeeeeeeeeeeeeeeee e 80

4. BULGULAR ...ttt ettt ettt ettt b e et e s e entensesseensesseeneenseeneenes 82
4.1. Hiicre Ureme KiNEtFi........ocvueviveieeiieeieeieieeeeeesieeae s 82
4.2. Sitotoksisite AnalizIeri (IMTT) ...ccouviiioiiiie et 83
4.3.Western-Blot Uygulamalari .........ccoeeeeveririinenieniineeieneeeeesiceteneeseeee et 87
4.4, IMMUNOTIOTESAN ........voeceveeeecee ettt s s 91
S.TARTISMA ..ottt ettt ettt e b et e st et et e e bt et e beent e eeeaeeaeas 96
6. KAYNAKLAR ..ottt ettt ettt et e et et esse e st et e sneeneeseeeneans 101

VI



SEKILLER DiZINi

Sekil Savfa
Sekil 2.1 Kaspaz Enzimlerinin YapIST ....ccveeeveerieerieenienienieeieeieeeeesseesseesenessesseesseessnessnenns 19
Sekil 2.2 Kaspaz Zincirinin AKEIVASYONU .......occveeriierienieniieeieeieeieesieeseneseeessesseesseessnessneens 21
Sekil 2.3 Kaspaz Aktivasyon MeKanizmalart .........cocceevieriiiiiiiiiiiiienienieeieeeeeesee e 22
Sekil 2.4 Apoptoz Sirasinda Cekirdekte Goriilen DegigikliKIer ..........coccovoieiiniiiniiniennenn. 24
Sekil 2.5 Hiicrelerde Goriilen Apoptozis Baslatici Sinyaller...........ccccoooiviiiiiiiininiennnns 26
Sekil 2.6 ApoptoZom OIUSUMUL........c.eeruierierirrieeieesteseesteereeseeseesseessseesseeseesseessasssaessaeans 28
Sekil 2.7 Mitokondrinin Apoptoziste Aldig1 RoOIIEr..........ccceecuiiciieriiinieniieiecieeeeree e 30
Sekil 2.8 Insan p53 GENINiN YAPISI ....cvvvuevvereeeeceeeeeceeeeseeeeeeseesesesssaesesessenessssessssssesassesesaesans 31
Sekil 2.9 p53'in Transkripsiyon Bagimli EtKileri.......ccccoeoieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 32
Sekil 2.10 Apoptoziste p53'iin Sitoplazma ve Cekirdekteki ISlevleri............ocooovvevrrerernrnnnnes 34
Sekil 2.11 APOPLOZISIE PS3 AGL.ccuvierieriieiieiieeieeieeseeseesteereabeeseesseesssessseaseesseessesssesssseans 35

Sekil 2.12 Her Bir DNA Hasar1 Yanit Mekanizmasinda Rol Oynayan Anahtar Proteinler .. 37
Sekil 2.13 DNA BAZIATT ....eoiuiiiiieieeeeeete ettt st ettt e bt e saae e 39
Sekil 2.14 Kanserojen AJanlar...........cocceiieriiiieeiiiesiesiie ettt ettt esaee e 40

Sekil 2.15 Reaktif Oksijen Tiirleri Tarafindan DNA’da Olusturulan Oksitlenmis Baz

OFNEKIETT ...ttt ettt ettt nn s e s 41
Sekil 2.16 Bir Siklobiitiltimin Dimerinin Yapist ......c.ccecevereerienenrieneneenieneneenieseesiesieneens 42
Sekil 2.17 Timin DImMerT YaPISI....eccuierierieerieeiieeieesteeseesseereeseesseesssesssesssessseessesssesssassseans 42
Sekil 2.18 Tek Zincir Kiriklarinin Birleserek Cift Zincirin Kirtlmasina Sebep Oluslari....... 43

Vil



Sekil 2.19 Tek Zincir Kiriklarinin Cift Zincir Kiriklarina Doniismesi ...........cccceeeeevveeeennee.. 45
Sekil 2.20 Kronik Inflamasyon Siirecinde ROT ve RNT Olusumu..........c.cccooeeieininniennenne 49
Sekil 2.21 DNA Hasar1 Yanitinda Rol Oynayan Proteinler............ccoccevivriinvienneeneeneennnnns 52

Sekil 2.22 DNA Hasar1 veya Replikasyon Catalina Karsi Olusan Yanitlarin, Hiicrenin
Kaderi, Genomik Kararsizlik ve Kanser Gelisiminin Genel Semasi ...........cccceeveeeevieeneeenee. 53

Sekil 2.23 ATM Kinaz Proteininin Sematik GOriniimil............ccceeverververieenieerieeneesnennenns 54

Sekil 2.24 DNA Hasarina (Cift Zincir Kiriklarina) Karst Olusturulan Yanit Sirasinda
Uyarilan Hiicre Dongiisii Kontrol Noktast YolaKIart.........cccceevvvereveeciieciiecienienienieeieeieenenn 55

Sekil 2.25 Cesitli Ajanlarm DNA Kirig Yaratmasi ve Buna Kars: Olusan pH2AX %%
FOSTOTTIASYOMUL ...ttt ettt ettt ettt e b et e st e eeeeneeas 58

Sekil 2.26 DNA Cift Zincir Kirig1 Sonucu Niikleer Odak Olusumlari I¢in Bir Model ......... 60
Sekil 3.1 Hemositometrenin Mikroskop Altinda GOTintiisil .........cccecververeiercienrieereesnennens 75
Sekil 4.1 BPH-1 Hiicrelerinin Ureme Kinetifi ...........ccoovevvevereevevereeeeeceeseeeeeeeceieseseeeneaenans 82

Sekil 4.2 BPH-1 Hiicre Hattinda DPB Uygulamasinin Zaman ve Konsantrasyona Bagl
Hiicre Canliligl Uzerindeki BAKiST.........ooevviuiuevereeceeieeeeeeee e 84

Sekil 4.3 DPB’m BPH-1 Hiicre Hattinda Graphpad Yazilim Programi fle % Canlilik
Degerlerine Kars1 Logaritmik Konsantrasyonlarindan Elde Edilen Proliferasyon Egrileri... 84

Sekil 4.4 BPH-1 Hiicre Hattinda BA Uygulamasinin Zaman ve Konsantrasyona Bagli Hiicre
Canlil131 Uzerindeki EKISI. .........cvviveviveieeieeeeeeeeee et ses s aesnas 85

Sekil 4.5 BA’in BPH-1 Hiicre Hattinda Graphpad Yazilim Progranu ile % Canlilik
Degerlerine Kars1 Logaritmik Konsantrasyonlarindan Elde Edilen Proliferasyon Egrileri... 85

Sekil 4.6 BPH-1 Hiicre Hattinda BO Uygulamasinin Zaman ve Konsantrasyona Bagli Hiicre
Canlili@1 Uzerindeki BEKISI. ......oucvvuevieieeieieceeiiecieieeesessee e sae s sees 86

Sekil 4.7 BO’nun BPH-1 Hiicre Hattinda Graphpad Yazilim Programu ile % Canlilik
Degerlerine Kars1 Logaritmik Konsantrasyonlarindan Elde Edilen Proliferasyon Egrileri... 86

Sekil 4.8 48 Saat Siireyle DPB Ile Muamele Edilen BPH-1 Hiicrelerinde DNA Hasar1 ve
Apoptotik Yolaklarda Gorev Alan Kritik Proteinlerin Ekspresyon Seviyelerindeki
DIEFISIMICT . ...ttt ettt st b ettt st sbeeae e b b ene 88



Sekil 4.9 Image J Analiz Program Ile B-Aktin Seviyelerine Gore Normalize Edilen ATM,
pATM Ve pH2AX Proteinlerinin Kantitatif Olarak Ekspresyon Kat Degisiklikleri. ............ 89

Sekil 4.10 Image J Analiz Programi Ile B-Aktin Seviyelerine Gére Normalize Edilen p53 ve
p-p53 Proteinlerinin Kantitatif Olarak Ekspresyon Kat Degisiklikleri. .........cccceevienienncnnen. 89

Sekil 4.11 Image J Analiz Programu Ile B-Aktin Seviyelerine Gére Normalize Edilen Clv.
Kaspaz-3 ve Clv. Kaspaz-9 Proteinlerinin Kantitatif Olarak Ekspresyon Kat Degisiklikleri.90

Sekil 4.12 Image J Analiz Programu Ile B-Aktin Seviyelerine Gére Normalize Edilen PARP
ve Clv. PARP Proteinlerinin Kantitatif Olarak Ekspresyon Kat Degisiklikleri..................... 90

Sekil 4.13 BPH-1 Hiicrelerinde 48 Saat Siireyle DPB uygulamasinin DNA Hasar1 Belirteci
H2AX ve ATM Fosforilasyonuna (pH2AX "> ve pATM®"**") Etkisi .........ccoccorverrene. 92

Sekil 4.14 BPH-1 Hiicrelerinde 48 Saat Siireyle DPB Uygulamasinin DNA Hasar1 Belirteci



TABLOLAR DiZiNi

Tablo Sayfa
Tablo 2.1 Apoptoz ve Nekroz Arasindaki Farkliliklar............ccccoveriinininiininniniiiieee, 18
Tablo 2.2 Kaspazlarin Hedef Proteinleri.........ccocevieeiieeiieciieiieieniecie e eie e 20
Tablo 2.3 Apoptozis Sirasinda P53’iin Hedef Genleri.........coccoeveeniiniiniiiniiiieineenceeieee 31
Tablo 3.1 Bor Tiirevlerinin Molekiiler AGIrliKIart ...........ccooeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 66
Tablo 3.2 Ayirma Jeli BileSenleri .........ccvevuieriiiriirieeiieieeiteeeeeree et eie et seaesene e 71
Tablo 3.3 On Ayirma Jeli bileSEnleri..........cooovivevevieeeceeeeieeeee e 71
Tablo 3.4 Film Soliisyonu BileSenleri..........ccutiiiiriiiiieiiiiiienieiieeie et 71
Tablo 3.5 Protein Biiyiikliiklerine Gore Jel Yizdeleri........cccooieriiiiiiiiiiiiiieieeceee, 78

Tablo 4.1 DPB, BA ve BO’in GraphPad Yazilim Programi Kullanilarak BPH-1 Hiicre
Hattinda Elde Edilen ICsy DeZrleri. .....c.cooiiiiiniiiiiiiieieeieestee et 87

Xi



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ATM -Ataksiya Telangiektasia Mutant Protein
APS - Amonyum Persiilfat

B - Bor

BA - Borik Asit

BO - Bor Oksit

BPH - Benign Prostat Hiperplazi

BPH-1 - Benign Prostat Hiperplazi Hiicre Hatti
CDC42 - Hiicre boliinmesi kontrol proteini homologu 42
Clv. — Cleaved (Kesilmis)

DAPI - 4,6-diamidino-2-phenylindole

DMEM F12 - Hiicre Kiiltiirti Besiyeri

DMSO - Dimetilsiilfoksid

DNA - Deoksiriboniikleik Asit

DNA-BD - DNA Baglanan Domain

CZK - DNA Cift Zincir Kiriklart

DU145 - Insan Prostat Kanseri Beyin Metastaz1 Hiicre Hatt1
DPB - Disodyum Pentaboratdekahidrat

ECM - Ekstraseliiler Matriks

EEG - Elektroensefalogram

EDTA - Etilendiamin Tetraasetik Asit

ENU - Etilnitroziire

EMS - Etilmetansiilfonat

Xl



FAK - Fokal Adhezyon Kinaz

FBS - Fétal Sigir Serumu

FGF2 - Fibroblast Biiylime Faktorii 2

FSH - Folikiil Uyarict Hormon

HR - Homolog Rekombinasyon

HRT - Hormon Replasman Tedavisi

H,0, - Hidrojen Peroksit

H2AX - H2A Histon Ailesinin X Uyesi

ICs - Hiicre Proliferasyonun %50 Oraninda Inhibe Eden Konsantrasyon Degeri
IL-6 - Interlokin-6

IL-8 - Interlokin-8

LH - Liitein hormon

LHRH - Liitein Hormonu Salgilatict Hormon

LPS - Lipopolisakkarid

LNCaP - Insan Prostat Kanseri Lenf Nodu Metastazi Hiicre Hatt1
LUTS - Lower Urinary Tract Symptoms

MMS - Metilmetan Siilfonat

MTT - Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sitotoksisite testi kimya)
NHEJ - Homolog Olmayan Ug Birlestirme

NLS - Niikleer Lokalizasyon Sinyali

PBS - Fosfat Tamponu

PC-3 - Insan Prostat Kanseri Kemik Metastaz1 Hiicre Hatt1

PI3K - Fosfotidilinositol 3-kinaz

PIKKSs - Fosfotidilinozitol-3 Kinaz Iliskili Kinazlar

Xl



PSA - Prostat Spesifik Antijen

Racl - Ras ile iliskili C3 botulinum toksini substrati 1
RHO - Ras Homolog

ROT - Reaktif Oksijen Tiirleri

RPMI 1640 - Hiicre Kiiltiirii Besiyeri

RNT - Reaktif Nitrojen Tiirleri

SDS - Sodyum Dodesil Siilfat

TBS - Trisle Tamponlanmig Tuz Soliisyonu

TBS-T - Tween-20 Igeren ve Trisle Tamponlanmis Tuz Soliisyonu
TEMED - N,N,N',N'-tetramethyl- ethane-1,2-diamine
TET - Tetramerizasyon Domaini

TNF-a - Tiimér Nekroz Faktor -

PARP - Poly ADP Ribose Polymerase

XV



BOR TUREVLERININ BENiGN PROSTAT HiPERPLAZISi
(BPH) UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ogrencinin Adi: ELIF SOYA
Danismani: Prof. Dr. MEHMET KORKMAZ
Anabilim Dali: TIBBI BIYOLOJI

OZET

Benign prostat hiperplazisi (BPH) erkeklerde en sik goriilen benign adenom
olup mesane ¢ikiminda tikanikliga neden olmaktadir. BPH, prostat biliylimesi ve
kronik enflamasyon ile iliskili 6nemli klinik semptomlara yol acan kompleks bir
sendromdur. Erkeklerin yaklagik % 40’1 hayatlar1 boyunca bu hastaliga yakalanma
riski tagimaktadirlar. BPH histolojik olarak prostat epitel ve stromal hiicrelerin asir
derecede ¢cogalmasi ile tanimlanmaktadir ve proliferasyonda, farklilagsmada, apoptoz
ve senesensteki degisiklikleri iceren kompleks hiicresel degisimler sonucu meydana

gelmektedir.

Bor ve tiirevlerinin anti-enflamatuvar ve immiin yanit diizenleyici 6zellikleri
nedeniyle, kronik enflamasyon ve hiicre proliferasyonu ile karakterize edilen BPH
gibi hastaliklarin tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilecegi ©Ongoriilebilir.
Bununla birlikte gerek epidemiyolojik gerekse hayvan ve laboratuvar
caligmalarindan bor ve tiirevlerinin anti-proliferatif etkilerine ek olarak anti-

kanserojen bir 6zellige de sahip oldugu goriilmektedir.

Bu baglamda ¢alismanin en 6nemli ¢ikarimlarindan birisi BPH—Bor tilirevleri
iligkisinin daha ileri boyutta irdelenmesi gerekliligidir. Bor ve tiirevlerinin hiicre
sinyalizasyon sistemini etkilemesi ya da birgok biyokimyasal siirecte rol oynayan bir
olaym olusumunu ve/veya aktivitesini etkilemesi, BPH hiicrelerinin biiylimesini ve
enflamasyonu engelleyecek bir hedef molekiil olma olasiligin1 artirmaktadir.

Dolayisiyla epidemiyolojik c¢alismalarin yanisira, ilginin bor bilesiklerinin BPH



hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyecek, anti-proliferatif etkisini gosterecek hiicresel

ve molekiiler ¢aligmalara ¢evrilmesi gerekmektedir.

Bu kapsamda ¢alismamizda BPH-1 hiicre hattinda bor tiirevlerinin apoptoz
ve DNA hasart lizerine etkilerinin molekiiler agidan degerlendirilmesi amaglanmistir.
[k olarak BPH-1 hiicre hattinin iireme kinetigine bakildi ve BO (Bor Oksit), BA
(Borik Asit) ve DPB (Disodyum Pentaborat Dekahidrat) maddelerinin sitotoksisite
denemeleri yapildi. DPB etkin sonu¢ verdigi i¢in bu kimyasalla diger denemelere
devam edildi. En iyi sonucu DPB verdigi i¢in bu kimyasalla devam edildi. Daha
sonra DPB’1in DNA hasar1 lizerine etkisi, Western Blot yontemi ile pH2AX, pATM
ve ATM antikorlar1 araciligiyla degerlendirildi. Ayn1 zamanda immunofloresan
yontemiyle de pH2AX ve pATM odak sayilar1 ile DNA hasar1 miktarlart 6lgiildi.
Bor ve tiirevlerinin BPH-1 hiicre hattinda apoptoz lizerine etkileri ise, yine Western
Blotlama yontemiyle, p53, p-p53, PARP, kaspaz-3, kaspaz-9 antikorlarinin
diizeylerine bakildi. Bu tez calismamiz g¢ercevesinde ilk kez DPB uygulamasiyla
BPH-1 hiicre hattinda apoptotik hiicrelerin ve DNA hasarina ugramis hiicrelerin

zamana ve doza bagimli olarak arttig1 belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: BPH, Bor Tiirevleri, DNA Hasari, Apoptozis, pH2AX.



INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF BORON DERIVATIVES
ON BENIGN PROSTATIC HYPERPLASIA (BPH)

Student’s Name: ELIF SOYA
Advisor: Prof. Dr. MEHMET KORKMAZ
Department: MEDICAL BIOLOGY

ABSTRACT

Benign prostatic hyperplasia (BPH) is the most common benign adenoma in
men, which leads to caused occlusion on the exits of the bladder. Also BPH is a
complex syndrome that causes significant chronic symptoms associated with chronic
inflammation and prostate enlargement. Approximately 40 % of men have the risk of
developing this disease throughout their lives. BPH is histological characterized by
the proliferation of prostatic epithelial and stromal cells and also it occurs due to
complex cellular changes which include alterations in proliferation, differentiation

and senescence.

It was thought that boron and its derivatives could be used as potential
treatment of diseases that were characterized by chronic inflammation and cell
proliferation such as BPH because of anti-inflammatory and immune response
regulatory properties. However it is shown that boron has an anti-carcinogenic
property in addition to anti- proliferative effect from the results of epidemiological,

animal and laboratory studies.

In this respect one of the most important results of this study that it reveals
the need for further examined the relationship between boron exposure and BPH.
Boron and its derivatives apparently has diverse effects through influencing a cell

signaling system or the formation and/or activity of an entity involved in many



biochemical processes and these effects increase the likelihood of becoming a target

molecule, which prevent the growth of BPH cells.

In this context, the boron derivatives in the our study the effects of BPH-1
cell line apoptosis and DNA damage was aimed at determining the molecular terms.
Firstly, it is viewed BPH-1 cell line growth kinetics and cytotoxicity test of BA
(Boric acid), BO (Boron oxide) and DPB (Disodium pentaborate decahydrate) was
made substance. Because DPB gave more effective results among boron derivatives,
following assays were carried out by this chemical. Then, pH2AX, pATM and ATM
antibodies were examined in Western blot technique in order to investigate the
effects of DPB on DNA damage while DNA damage amounts were calculated with
pH2AX and pATM foci numbers by immunofluorescent microscope. Finally,
apoptotic effects of boron derivatives on BPH-1 cells were also investigated with
p33, p-p53, PARP, caspase-3 and caspase-9 antibodies by Western Blotting. With
this study, it was firstly determined that DPB treatment with BPH-1 cell line leads to

apoptotic cell and DNA damage increase in dose and time dependent manner.

Key Words: BPH, Boron Derivatives, DNA Damage, Apoptosis, pH2AX.



1. GIRIS

BPH hastaliginda gozlenen fenotipe yol agan patolojik degisikliklerin yani
sira biiylimeyi regiile eden spesifik mekanizma ve hastaligin etiyolojisi ise tam olarak
bilinmemektedir. BPH gelisimi i¢in en onemli risk faktorleri androjenlerin varligi,
yaslanma, Ostrojenler, adrenerjik reseptorleri ve enflamasyon siirecidir (Siejka ve
ark. 2010). BPH patogenezinde insiilin, epidermal, fibroblast ve keratinosit biiylime
faktorleri gibi biliylime faktorleri ile interlokin-8 (IL-8) gibi enflamatuvar
kemokinlerin rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Prostatik bir enflamasyonunun varlig
BPH gelisiminin klinik olarak 6ngoriilmesine olanak saglamaktadir. BPH i¢in anti-
proliferatif ve anti-enflamatuvar terapinin klinik yanitlarin1 degerlendiren veriler ise

oldukca kisithdir.

Bor bilesikleri, sindirim ve solunum sistemi tarafindan % 100°e¢ kadar
absorbe edilmekte ve biitiin dokulara BA olarak dagitilmaktadir (Henderson ve ark.
2009; Nielsen ve Meacham 2011). insanlarda, absorbe edilen bor bilesenleri 24 saat
ya da daha az bir yarilanma omriine sahiptir ve diyetle alinan borun % 83-98’1 iire ile
bir ka¢ giin icinde atilmaktadir (Henderson ve ark. 2009). Bu sebeple, insan
viicudunda bor birikimi olmamaktadir. Giiniimiizde Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
giinliik giivenli bor aliimin 1 ile 13 mg aras1 olmasini, 28 mg/gilinii gegmemesini
tavsiye etmektedir. Bu bulgular erigkin insanlar i¢in giinde en az 1 mg bor aliminin
uzun ve daha iyi bir yasam i¢in insanlara yardimci olacag diisiincesini

dogurmaktadir (Nielsen ve Meacham 2011; Nielsen 1996).

Bor tiirevlerinin insan sagligi tizerinde yararli etkileri oldugu hayvanlarda
cesitli metabolik aktivite deneyleri ve sinirhi sayidaki epidemiyolojik caligmalarla
gosterilmistir (Nielsen ve Meacham 2011, Benderdour ve ark. 1998). BA, Lewis
asidi olarak rol oynayip metabolizmayla iliskili pek ¢cok enzimin aktivitesine etki
etmektedir (Nielsen ve Meacham 2011, Korkmaz ve ark. 2014). Bu sebeple, bor ve
tiirevleri; peptidaz, proteaz, proteazom, arjinaz, nitrik oksit sintaz ve transpeptitazlar
gibi kemoprevensiyonda dnemli pek ¢ok enzimin etkin bir inhibitoriidiir (Gallardo-

Williams ve ark. 2003; Bradke ve ark. 2008; Mcauley ve ark. 2011). Ornegin, prostat



kanseri veya prostat rahatsizliklarinda siklikla yiikselen prostat-spesifik antijeni
(PSA) bor tiirevlerinin en 6nemli hedefidir (Gallardo-Williams ve ark. 2003; Scorei
ve Popa 2010). Bor ayrica insanlarda immiin sistemle, tiroid hormonuyla ve insiilin
metabolizmastyla da iligkilidir. Dahasi, bor; magnezyum, kalsiyum ve D vitaminiyle
iligkili kemik metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Buna ek olarak, bor,
kadinlarda menapoz sonrast donemde steroid hormonlarinin diizenlenmesinde is
gormekte ve antioksidan ozellikler tasimaktadir (Bradke ve ark. 2008; Korkmaz ve

ark. 2011; Duydu ve ark. 2011).

Dogada elementer formda bulunmayan bor, organizmaya alindiktan sonra
Borik asit (B(OH)s) ve olduk¢a az bir kism1 borat anyonlarina (B(OH),) dontiserek
kan ve dokularda temsil edilir. Bor ve tiirevlerinin anti-enflamatuvar ve immiin yanit
diizenleyici Ozellikleri nedeniyle, kronik enflamasyon ve hiicre proliferasyonu ile
karakterize edilen BPH gibi hastaliklarin tedavisinde potansiyel olarak
kullanilabilecegi 6ngoriilebilir. Bununla birlikte gerek epidemiyolojik gerekse
hayvan ve laboratuvar ¢aligmalarindan borun anti-enflamatuvar etkilerine ek olarak

anti-kanserojen bir 6zellige de sahip oldugu gosterilmistir.

DNA (Deoksiriboniikleik asit) ¢ift zincir kiriklart hiicre 6liimii veya delesyon,
heterozigotlugun kaybi, translokasyonlar ve kromozon kayiplar gibi ¢esitli genetik
degisikliklerle sonuglanan kritik genetik lezyonlardir (Khanna ve Jackson 2001;
Shrivastav ve ark. 2008). Diger lezyonlar kadar sik goziikmeselerde, cift zincir
kiriklar1 olduk¢a zor tamir mekanizmasi gerektirdigi i¢in asir1 derecede toksik
lezyonlardir (Jackson ve Bartek 2009). DNA replikasyonundan ya da mitozdan 6nce
tamir edilmezlerse, hiicre 6liimiine sebep olmakta veya tamamen tamir edilmezlerse,
tiimor olusumuna sebep olan genomik kararsizliklara sebep olmaktadir (Shrivastav
ve ark. 2008; Lees-Miller ve Meek 2003). Cift zincir kiriklar1 endojen veya ekzojen
DNA hasar ajanlar1 ile meydana gelmektedir (Czornak ve ark. 2008; O'Driscoll ve
Jeggo 2006). Hidrojen peroksit ya da irinotekan, doksorubisin, etoposit gibi
topoizomeraz | ve II’ler ile meydana gelen DNA ligasyonu inhibe eden ajanlar gibi
reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ¢ift zincir kiriklarinin olusumuna sebep olmaktadir

(Lieber ve ark. 2003; Ohnishi ve ark. 2009). pH2AX®"* odak frekans1 her bir



fokusun tek bir ¢ift zincir kirigint gostermesi sebebiyle ¢ift zincir kirik miktari ile

orantilidir (Huang ve ark. 2005).

Bu kapsamda calismamizda, BPH-1 hiicre hattinda bor tiirevlerinin apoptoz
ve DNA hasar iizerine etkilerinin molekiiler agidan degerlendirilmesi amaglandi.
Calismamizda ilk basta BPH-1 hiicre hattinin iireme kinetigi ¢ikarilip, BO, BA ve
DPB maddelerinin MTT (2H-Tetrazolium, 2-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-3,5-
diphenyl-bromide) denemeleri yapildi. En etkin sonucu DPB verdigi igin bu
kimyasalla devam edildi. Daha sonra DPB’in DNA hasari iizerine etkisi aragtirmak
icin Western Blot yontemi ile pH2AX, pATM ve ATM antikorlar1 araciligiyla
degerlendirildi. Ayn1 zamanda immunofloresan yontemiyle de pH2AX ve pATM
odak sayilar1 ile DNA hasar1 miktarlar1 6l¢iildii. Bor ve tiirevlerinin BPH-1 hiicre
hattinda apoptoz lizerine etkileri ise, yine Western Blotlama yontemi ile, p53, p-p53,

PARP, kaspaz-3, kaspaz-9 antikorlariin diizeylerine bakilarak belirlendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bor ve Tiirevleri

Sindirim ve solunum sistemi yoluyla % 100’e yakin bir oranda emilen bor,
organizmaya alindiktan sonra borik asit ve olduk¢a az bir kismi1 borat anyonlarina
(B(OH),) doniismekte ve bir homeostatik mekanizma ile kan ve dokularda oldukga
sabit bir seviyede kalmakta ve bu homeostasis primer olarak bdbrek tarafindan
ayarlanmaktadir (Korkmaz ve ark. 2007c; Bakirdere ve ark. 2010; Nielsen ve ark.
2011). Emilen bor bilesiklerinin 24 saat veya daha az siirede yarilanip birkag¢ giin
icinde % 90’dan fazlasinin hizli bir sekilde iiriner yolla atildigi kanitlanmigtir. Ayni
sekilde giinliik alinan bor miktarinin idrarda % 85’inin temsil edildigi hesaplanmistir
(Korkmaz ve ark. 2007¢c; Bakirdere ve ark. 2010). Dolayisiyla uzun yillar yiiksek bor
etkisinde kalan bireylerin viicudunda bor birikimi gerceklesmemektedir. Bununla
birlikte 2011 yilinda yapilan calismada yiliksek bor maruziyetinde (14.45 £+ 6.57
mg/giin) seminal sividaki bor miktarimin kandaki seviyesine gore daha yiiksek
oldugu bulunmus ancak bu birikimin FSH, LH ve toplam testesteron seviyesine,
sperm konsantrasyonuna ve morfolojisine herhangi bir yan etkisi olmadigi
gozlenmistir (Duydu ve ark. 2011). Bor maddesinin diislik toksisiteye sahip olmasi
ve viicutta birikmemesi gibi farmakolojik 6zellikleri, ¢ekici bir kanser tedavisi ajani
olmasina yol agmaktadir. Ancak mekanizmasinin heniiz tam olarak anlasilamamasi
potansiyel kullanimini engellemektedir (Bradke ve ark. 2008; McAuley ve ark.
2011).

Bugiin, giinlik toplam bor alimi diinya devletleri arasinda degisiklik
gostermekte ancak WHO tarafindan giinliik glivenli bor alimmin 1-13 mg arasinda
olabilecegi ve giinliik alimin 28 mg/giin degerini agmamasi1 gerektigi onerilmektedir
(WHO 2008; Meacham ve ark. 2009; Nielsen ve ark. 2011). Dolayisiyla 1
mg/giin’den az miktarlarda alimin, borun optimum aktivitesi i¢in yetersiz oldugu ve
1 mg’dan fazla alimlarin ise insan sagligi ic¢in yararli oldugu sonucuna
ulagilmaktadir. Diger bir deyisle bu bulgular 1 mg/giin iizerindeki bor alimlarinin

insanlarin daha uzun ve daha iy1 bir yasam siirmelerine yardimci olabilecegini ileri



stirmektedir. Dolayisiyla meyve, sebze, findik ve baklagillerin tiiketimi yoluyla bor
aliminin artisi makul bir diyet tavsiye olarak kabul edilmelidir (Nielsen ve ark.

2011).

2.1.1. Bor ve Hiicresel Fonksiyonlar:

Dogada genellikle borat formu seklinde bulunan bor elementi yer kabugunda,
atmosferde, denizde, toprakta, komirde, yeraln ve yeriisti sularinda ve
sedimentlerde yliksek oranda bulunmaktadir (Rainey ve ark. 1999). 1980 yilindan
beri iz element olarak tanimlanan bor, 1996 yilinda epidemiyolojik verilerin eksikligi
de dikkate alinarak WHO tarafindan “insan sagligi icin olasi temel elementler”
smifina alinmistir (Nielsen 2008). WHO; havadan 0.44 pg/giin, igme suyundan 0.2-
0.6 mg/giin, diyetle 1.2 mg/glin alinmasi, kisith sinirlt verilerin 1s18inda, simdilik

normal miktarlar olarak kabul etmektedir (Nielsen 2008; Korkmaz ve ark. 2007).

Bor, insanlar ve hayvanlar i¢in esansiyel olabilir (Hunt 1993). Insanda bor
aliminin temel yolu, agizdan yiyecekler ve igme suyu ile olmaktadir (Cao ve ark.
2008). Sindirim ve solunum sistemi yoluyla % 100°e yakin bir oranda emilen bor,
organizmaya alindiktan sonra BA ve oldukg¢a az bir kismi1 borat anyonlarina B(OH)4
donlismekte ve homeostatik mekanizma ile kan ve dokularda oldukg¢a sabit bir
seviyede kalmaktadir, bu homeostasis primer olarak bobrekler tarafindan

ayarlanmaktadir (Btech ve ark. 1990a;b).

Benderdour ve arkadaslar1 (1997), bor elementinin, proteoglikan, kollajen ve
proteinlerin saliimini arttirma yolu ile yara iyilesmesinde 6nemli bir rol oynayarak,
ekstrasellular matriksin sentezini etkiledigini gostermislerdir. Ayrica kollajen sentezi
ve TNF-o salinimini uyardigini bulmuslardir. Borik asit, yalnizca asir1 miktarlarda
tikketildiginde toksik oldugu goriilmektedir, ¢iinkii hayvanlar ve insanlar fazla

miktardaki boru uzaklagtirirlar (Benderdour ve ark. 1998; 2000).

Borun yara iyilesmesi iizerine etkinligini inceleyen birka¢ calisma vardir.

Erbaykent ve arkadaslarinin (2016) yaptig1 bir calismada BA’in doza bagli olarak



HS-2 hiicre hattinda yara iyilesmesi ivmesini arttirdii gosterilmistir. Bir bagka
calismada ise BA dezenfektan ve antiseptik Ozelliinin yanisira yara iyilesmesi
tizerinde olumlu etkiye sahip oldugu yapilan az sayidaki c¢alismalarda da
goriilmistiir. % 3’liikk BA sollisyonuyla tedavinin, derin yaralarin iyilesmesini dnemli

derecede arttirdiginin bulunmasi bu ¢aligmalardan biridir (Cao ve ark. 2008).

Borun insan beyin fonksiyonlari ve biligsel performans iizerine etki ettigi
yapilan calismalarla gdsterilmistir. Insanlarda beyin ve fizyolojik fonksiyonun
Olciilmesi  calismalarinda  diyetle yetersiz miktarda bor alimmin, hem
elektroensefalogramda (EEG) daha diisiik frekans aktivitesine yol actigi, hem de
biligsel ve motor testlerde daha az bir performans gosterildigi ortaya konulmustur
(Penland 1994; 1998). Bor madeninde ¢alisan isgiler lizerinde yapilan bir ¢alismada
is¢ilerin depresyon diizeyleri arastirilmig ve isgilerin aldiklar1 depresyon puanlarina
gore depresyonda olmadiklari belirlenmistir. Mahabir ve arkadaslar1 (2008)
tarafindan yapilan bir arastirmada ise; kadinlarda bor alimi ve akciger kanseri
arasinda ters bir iliski oldugu bildirilmis diisiik diizeyde bor alan kadinlar ve HRT
(hormon replasman tedavisini) kullanmayan kisilerdeki akciger kanseri oranlarin

onemli artis gosterdigi saptanmistir.

Insanlar igin iz elementi olarak kabul edilen bor elementinin, organizma da
bir¢cok 6nemli goreve sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (Korkmaz 2008; Bradke ve
ark. 2008; Nielsen ve ark. 2011). Bor insan viicudunda enzim aktivitesini diizenler,
insiilin metabolizmasinda ve bagisiklik sisteminde gorev alir (Korkmaz ve ark.
2007d). Magnezyum, vitamin D ve kalsiyum ile iliskili olan bor, kemik
metabolizmasinda da onemli gorevlere sahiptir (Korkmaz 2008; Duydu ve ark.
2011). Bor kadinlarda menopoz sonrasi steroid hormonlarin diizenlenmesinde de
gorev alir ve antioksidan ozellige sahiptir (Korkmaz 2011a; Miiezzinoglu ve ark.
2011). Borun hem sicanlarda hem de insanlarda Ostrojen takviyesi etkinligini
artirdigr  gosterilmistir (Korkmaz 2011a). Bor aymi zamanda tiroid hormon
metabolizmasini da etkilemekte ve insiilin aktivitesini kolaylastirmaktadir (Nielsen

ve ark. 2011).
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In vitro ¢aligmalar borun enflamatuvar yanitta rol oynayan kan hiicrelerinin
poplilasyonunu veya akut ya da kronik enflamasyon sonucu olusan reaktif oksijen
tiirlerinin metabolizmasini etkileyerek immiin yanit1 etkiledigini isaret etmektedir.
Asirt miktarda olan reaktif oksijen tiirleri glutatyon, siiperoksit dismutaz ve katalaz
reaksiyonlarinda parcalanmaktadir ve borun reaktif oksijen tiirlerinin pargalanmasini
etkiledigine dair kanitlar bulunmaktadir. Bordan yoksun erkek ve kadinlara (0.25
mg/giin) yapilan bor takviyesi (3 mg/gilin) eritrosit siliperoksit dismutaz
konsantrasyonunu 6nemli derecede arttirmaktadir (Nielsen 1996). Bununla birlikte
kalsiyum fruktoboratin oksidatif strese maruz birakilan kiiltiir hiicrelerinde hiicre i¢i
stiperoksit iyonlarinin miktarini azalttigi bulgulanmistir (Nielsen ve ark. 2011).
Kalsiyum fruktoborat LPS (Lipopolisakkarit) ile uyaritlan RAW264.7 makrofaj
hiicrelerinde interlokin-1b, interlokin-6 ve nitrik oksit salinimi azalmaktadir (Scorei
ve ark. 2011b). Dolayisiyla kalsiyum fruktoboratin hem anti-enflamatuvar hem de
anti-oksidan ajan olarak rol oynadig: diisiiniilmektedir (Scorei ve ark. 2011a). Durick
ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan bir calismada ise, borun NF-kB
transkripsiyon faktorii aracilifiyla pro-enflamatuvar sitokinlerin aktivasyonunu ve

dolayisiyla enflamasyon prosesini engelleyebilecegine dair kanitlar bulunmustur.

2.1.2. Borun Canlilara Etkisi

Yerkabugu denizler yeralti-yeriistii sular1 bor i¢ermektedir. Bor yataklar
cevresinde icme ve kullanma sulart bor yogunluklar1 yiiksek yerde yasamim
siirdiirenler bor ve bilesiklerine c¢evre yoluyla ve temelde yiyecek ve iceceklerle
maruz kalmaktadir (Bakirdere ve ark. 2010). Pek cok arastirma borun bitki
yasaminda temel element toprakta hatta insan yasaminda belli siirlarda olmak
kaydiyla 6nemli oldugunu gostermektedir. Bor endiistri atik sonucu limit degerleri
astifinda suda yasayan canlilara veya tarimsal sulamada kullanilmasi halinde
bitkilere zarar verebilmektedir. Endiistride, tarimsal alanlarda ve igme sularindaki

bor konsantrasyonu c¢evresel agidan oldukc¢a énemlidir (Howe 1998; Murray 1998).

Insanlarda ve hayvanlarda alinan borun fazlasi viicuttan atildign icin BA

ancak yiiksek dozlarda alindigi zaman toksik etki gosterebilir (Draize ve Kelley
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1959; Sutherland ve ark. 1998). 18 ile 20 g arasinda bir yetiskin dozunun 6limciil
oldugu gosterilmesine ragmen, bor sebebiyle 6liim nadir goriilmektedir ve hatta bazi
yetiskinler 80-297 g boru tolere edebilmektedir (Von Burg 1992). BA potansiyel
lethal dozunun genellikle yeni doganlar i¢in 3 ila 6 g, yetiskinler i¢in 15 ila 20 g
oldugu belirtilmektedir (WHO verileri 2010). Hayvanlarda ve insanlarda absorbe
edilen BA, metabolize edilmeden hizli bir sekilde pasif difiizyon yolu ile viicut
sivilarma yayilmaktadir (Korkmaz ve ark. 2010). Insan kaninda % 98.4 oraninda BA
ve % 1.6 oraninda da borat anyonu seklindedir. Bor kemik dokuda birikmektedir
fakat yumusak dokularda herhangi bir bor birikmesi olmamaktadir (Korkmaz ve ark.
2007). Saglikli insanda yapilan calisma tam kan, serum ve idrar bor konsantrasyonu
ortalamasinin sirastyla 0.06, 0.02, 0.75 oldugunu gostermistir (Abou-Shakra ve ark.
1989).

2.1.3. Bor Aktivitesinin Biyokimyasal Mekanizmasi

Borun biyokimyasal olarak esansiyelligi BA’dan kaynaklanmaktadir. BA bir
Lewis asidi olarak davranmakta ve tetrakovalent bilesikler olusturmak i¢in bazlardan
bir elektron ¢iftini kabul etmektedir. BA, hidroksil gruplar birbirlerine yakin ve cis-
konumunda olduklar1 zaman organik bilesiklerin hidroksil gruplar1 ile ester
kompleksleri olusturmaktadir (Barranco ve ark. 2006; Scorei ve ark. 2011b). Borun
bu ozelligi peptidaz, proteaz, proteazom, arginaz, nitrik oksit sentaz ve transpeptidaz
gibi enzimler i¢in etkili bir inhibitér olarak rol oynamasini saglamaktadir (Gallardo
ve ark. 2003; Bradke ve ark. 2008; McAuley ve ark. 2011). Bu sekilde bor, bag doku
yapilarmin ve membran bilesenlerinin degredasyonunu azaltarak enflamasyonu
diizenlemektedir. Serin proteazlar (kimotripsin, katepsin, elestaz, hepsin gibi)
hidrolazlarin bir alt smifidir ve aktif l0kositler tarafindan salinan en Onemli
proteolitik enzimlerdir. Salinan reaktif oksijen tiirlerinin yani sira bu enzimler bag
doku yapilarini, membran bilesenlerini ve ¢dziiniir proteinleri proteoliziz ile
parcalayarak enflamasyon yaniti artirmaktadirlar. Dolayisiyla bor, enflamasyon
stirecinde artan enzimatik aktiviteleri azaltacak bir represyon sinyali olarak
fonksiyon gdstermekte ve enflamatuvar hastaliklara yakalanma riskini azaltmaktadir

(Hunt ve ark. 1999).
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Bor, hiicre yiizeyindeki ve membranlardaki molekiiller ile cis-diol
olusturmakta ve hiicre membrant fonksiyonunu, membran biitiinligiini ve
sinyalizasyonu etkilemektedir. Bor alimi1 ve prostat kanseri arasindaki biyolojik
olarak ters olan iligskinin, cis-diol baglantilar1 aracilifiyla testesteronu ve PSA
fonksiyonunu etkilemesi nedeniyle steroid hormonlara, metabolik regiilasyona, anti-
timor metabolitlere ve hiicre proliferasyonunun regiilasyonuna bagli oldugu
diisiiniilmektedir (Meacham ve ark. 2009). Gallardo-Williams ve arkadaslar1 (2003),
BA ve 3-nitrofenil boronik asitin PSA’nin proteolitik aktivitesini inhibe ettigini
bulmuslardir ve bu durumun prostat adenokarsinomu gelisimini ve hiicre

proliferasyonunu azaltabilecegini diistinmektedirler.

Bor ayni zamanda hiicre membraninda cis-hidroksil gruplarini igeren
fosfoinozitler, glikoproteinler ve glikolipidler ile diester borat kompleksleri
olusturarak da biyoaktivitesini gostermektedir. Diester borat kompleksleri kalsiyum
selatorii ve/veya redoks metabolizmasi diizenleyecisi olarak rol oynayarak membran
biitiinliiglini ve fonksiyonunu etkilemektedir. Bitkilerde yapilan calismalar
sonucunda ise borun transkripsiyon faktorleri ile etkilesen bir hiicresel sinyal olarak
rol oynadig1 ve bazi genlerin ekspresyonunu etkiledigi diisiiniilmektedir. Bu hipotez
borun hiicre farklilagmasini, organogenezi ve embriyogenezi etkileyebilecegini

desteklemektedir (Nielsen ve ark. 2011).

Hiicre migrasyonundaki anormallikler birgok metastatik tiimoriin 6nemli bir
ozelligidir. Metastaz i¢in en 6nemli hiicresel hedefler GTP-baglanma proteinlerinin
RHO (Ras Homolog) ailesinin en 1yi karakterize edilmis tliyeleri RhoA (Ras homolog
gene family, member A) , Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) ve
CDC42 (Cell division control protein 42)’dir. Bu molekiiller bir¢ok malignant kanser
tiriinde asir1 seviyede eksprese edilmekte ve fokal adhezyon regiilasyonu, aktin
hiicre iskeletinin organizasyonu, epitel yara iyilesmesi ve hiicre migrasyonunda ve
ayrica enflamatuvar yanitta onemli rol oynamaktadirlar. McAuley ve arkadaslar
(2011) tarafindan yapilan ¢aligmada BA ve fenil boronik asitin DU145 hiicrelerinde

aktin dagilimim degistirdigi ve Rho ailesi {tyelerinin aktivitesini azalttig

13



bulunmustur. BA ve fenil boronik asitin gosterdigi bu anti-migrasyon yaniti

nedeniyle yeni anti-kanser tedavileri i¢in uygun adaylar olabilecegi diisiiniilmektedir.

BA’in meme ve prostat kanseri hiicre kiiltiirlinde apoptozu indiiklemesinin
olast mekanizmalarindan birinin fokal adhezyon kinazdaki (FAK) degisikliklerin
oldugu diisiiniilmektedir. FAK bir¢ok insan kanser hiicre hattinda yiiksek seviyede
eksprese edilmekte ve integrin-aracili sinyal yolaginda esansiyel bir rol
oynamaktadir. Ayrica; hiicre gogiinde, anjiyogenezde ve enflamasyon/yara
iyilesmesinde onemli gorevleri bulunmaktadir (Meacham ve ark. 2009; Nielsen ve
ark. 2011). Fosforilasyon reaksiyonlari araciligiyla FAK’daki konformasyonel
degisiklikler apoptozu baskilayan ve hiicre go¢iinii uyaran hiicre i¢i ve dis1 yanitlarin
olugmasina yol agmaktadir (Nielsen ve ark. 2011). BA uygulamasi sonucunda FAK
fosforilasyonundaki 4 kat azalma ile birlikte kaspaz-3 aktivitesinin artmasi kanser
hiicrelerinde apoptotik aktivitenin arttigin1 isaret etmektedir (Meacham ve ark. 2009;

Nielsen ve ark. 2011).

2.2. Benign Prostat Hiperplazisi (BPH)

BPH erkeklerde en sik goriilen benign adenom olup, mesane ¢ikiminda
tikanikliga neden olarak prostat biiyiimesi ve kronik enflamasyon ile iligkili 6nemli
klinik semptomlara yol acan kompleks bir sendromdur (Sutton ve ark. 2006; Penna
ve ark. 2009). 40 yasindan itibaren BPH insidansi1 yasla birlikte artis gdstermektedir
ve erkeklerin yaklasik % 40’1 hayatlar1 boyunca bu hastalia yakalanma riski
tasimaktadirlar (Fong ve ark. 2005; Schauer ve ark. 2011). Sadece Amerika’da yilda
yaklasik 4 milyar dolar bir maliyet ile 300,000'den fazla BPH ameliyatinin
gerceklesmesi yeni tedavi yaklasimlarina hedef olabilecek spesifik mekanizmalar
anlamaya yonelik arastirmalara olan gerekliligi agik bir sekilde ortaya koymaktadir
(Schauer ve ark. 2011). BPH histolojik olarak prostat epitel ve stromal hiicrelerin
asirt derecede cogalmasi ile tanimlanmaktadir ve proliferasyonda, farklilagsmada,
apoptoz ve senesensteki degisiklikleri igeren kompleks hiicresel degisimler nedeniyle
gerceklesmektedir (Castro ve ark. 2004; Hallstrom ve ark. 2008; Penna ve ark. 2009;
Schauer ve ark. 2011). BPH hastaliginda goézlenen fenotipe yol agan patolojik
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degisikliklerin yani1 sira biiylimeyi regiile eden spesifik mekanizma ve hastaligin
etiyolojisi ise tam olarak bilinmemektedir. BPH gelisimi i¢in en Onemli risk
faktorleri androjenlerin varhigi, yaslanma, Ostrojenler, adrenerjik reseptorleri ve
enflamasyon siirecidir (Siejka ve ark. 2010). Bununla birlikte, son zamanlarda
yapilan ¢alismalar ile, gerceklesen bir ¢ok kompleks degisimin kronik enflamasyon
ve yara iyilesmesi siireci ile iligkili oldugu daha anlasilir hale gelmektedir. BPH nin
bir hastalik olarak olusum ve gelisiminde kronik yara tamiri yanitinin olusmasi
oldukca olasidir (Schauer ve ark. 2011). BPH i¢in kullanilan medikal terapiler
terazosin gibi adrenerjik bloke edici ajanlari ve finasteride gibi 5-a rediiktaz
inhibitdrlerini icermektedir. Farmakolojik tedavinin cerrahi miidahalenin azalmasina
yol agmasina ragmen kullanilan ilaglar uzun siireli bir gerileme saglamamakta ve
bazi hastalarda tedavi i¢in uygun olmamaktadir. Ayrica anti-androjenler ve liitein
hormonu salgilatict hormon (LHRH) agonistleri gibi diger hormonal tedavilerin
etkinligi ve kabul edilebilirligi ise azdir. Bu nedenle BPH nin medikal tedavisinin

daha fazla gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Siejka ve ark. 2010).

Birgok etiyolojik varsayim, BPH’1n baslangici olarak prostat enflamasyonunu
isaret etmektedir. Kronik prostat enflamasyonu olan hastalarda BPH riskinin daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (Chughtai ve ark. 2011). BPH yasla, degisen hormon
seviyeleri ve kronik enflamasyon ile iliskili doku homeostazisindeki degisikliklere
yanit olan bir reaktif fenotip olarak nitelendirilebilir. Degisen sitokin/kemokin
ekspresyonunun BPH odaklar ile iliskili oldugu ve pro-enflamatuvar sitokinlerin
BPH gelisimine yol actig1 bir¢ok calismada gosterilmistir (Chughtai ve ark. 2011;
Schauer ve ark. 2011). Prostat mikrogevresi tarafindan iiretilen bu pro-enflamatuvar
sitokinler arasinda yer alan IL-8 (interlokin 8) ise kronik enflamasyon ve hiicre
proliferasyonu arasindaki anahtar baglanti olarak kabul edilmekte ve IL-8’in
BPH’nin gilivenilir bir belirteci olabilecegi diisiiniilmektedir (Penna ve ark. 2009;
Chughtai ve ark. 2011; Schauer ve ark. 2011). D1s bir uyaran varliginda prostat epitel
hiicreleri tarafindan ftiretilen IL-8 dogrudan epitel hiicrelerin ve FGF2 (Fibroblast
growth factor 2) indiiksiiyonu ile komsu stromal hiicrelerin proliferasyonunu
uyarmaktadir. FGF2 potansiyel olarak otokrin stromal biiyiime faktorii ve az oranda

da parakrin epitel bliylime faktorii olarak rol oynamaktadir. Bu sekilde IL-8, BPH
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patogenezi i¢in kritik olan anormal proliferasyonunu uyarmaktadir (Giri ve ark.

2001; Castro ve ark. 2004).

Prostattaki benign ve/veya premalign lezyonlar epitel hiicrelerinin stromal
hiicreler ve ekstraselliler matriksi (ECM) igeren doku mikrogevresi ile
etkilesimindeki degisiklikler nedeniyle olusabilmektedir. Fibroblastlarin, endotel
hiicrelerin ve prostat epitel hiicrelerinin ECM’e tutunmalar1 bir hiicrenin yalnizca
yapisal destegi i¢in degil kritik yasamsal sinyaller i¢in de gerekmektedir. Hiicrelerin
ECM’e tutunmalar1 6ncelikli olarak integrinler ile kollajen, laminin ve fibronektini
tantylp baglanan hiicre yiizey reseptorleri araciligiyla gerceklesir (Sutton ve ark.
2006). Bununla birlikte ECM, BPH’de epitel hiperplazisinin gelisiminde degisen
kemokin ve sitokin oranlarinin etkisine aracilik edilmesinde oldukg¢a Kkritiktir.
Tenascin-C BPH’de ekspresyonu degisen bir ECM glikoproteinidir. Yara iyilesmesi
ve hiperplazi bolgelerinde asir1 eksprese olan birgok faktér Tenascin-C seviyesini
regiile etmek i¢in fonksiyon gostermektedir. Schauer ve arkadaslar1 (2011), fibroblast
migrasyonunun FAK aktivasyonuna bagli oldugunu ve Tenascin-C ekspresyonunun

FAK indiiksiyonu araciligiyla uyarildigini gostermistir.

2.3. Apoptozis (Programh Hiicre Oliimii)

Apoptozis, yani programli hiicre 6liimii, organizmalarin gelisimi sirasinda,
saglikli organizmalarda goriilen normal hiicresel bir siiregtir. Cok hiicreli
organizmalarda hiicre bdliinmesiyle artan hiicre sayis1 hiicre oliimleriyle dengelenir.
Eger bir organizmada bir hiicreye artik gereksinim duyulmuyorsa, hiicre i¢i 6lim
programlar1 aktive edilerek o hiicrenin intihar siireci baslatilir. Bu intihar siirecinde
Yunanca'da yaprak dokiimii anlamina gelen apoptozis (programli hiicre Oliimiiyle)
gerceklesir. Programli hiicre 6liimiiniin islerligi, tiim metazoonlarda tanimlandig
kadariyla evrimsel siirecte korunmus yolaklardan biridir. Canlinin basarili bir organ
gelisimini  saglayabilmesi, embriyonik gelisme sirasinda gergeklesen hiicre
Oliimlerine baglidir. Hiicre farklilagsmasi ve degisik hiicrelere doniismesi, hem hiicre
boliinmesinin hemde hiicre Oliimiiniin kontrol edildigini gostermektedir. Bu

nedenledir ki embriyonik gelisme sirasinda, her hiicre komsu hiicrelerden bagimsiz
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bicimde hareket edebilmis ve her bir hiicre ileride doniisecegi hiicre tipine degisecegi
stireci uygun bir denge icerisinde tamamlayabilmektedir. Eriskin hiicrelerde ise
apoptozis, normal hiicre homeostazis'ini saglamaktadir. Bu durum 6zellikle uzun
yasam siiresi olan, fizyolojik oldugu kadar patolojik bir¢cok 6liim sinyalini de entegre
etmesi gereken memeliler icin oldukca dnemlidir. Ornegin, apoptotik yolakta gdrev
alan genlerin islev kaybi1 ya da kazanimi (gain/loss of function) hiicresel
homeostazinin bozulmasina yol agarak c¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden
olabilir. Yetersiz apoptozis kanser ve otoimmiin hastaliklara, hizlandirilmis hiicre
Olumii ise akut ve dejeneratif birgok hastalia yol acabilmektedir (Arandjelovic ve

Ravichandran 2015).

Apoptozis terimi, ilk kez 1972 yilinda Kerr vd tarafindan 6zel bir morfoloji
gosteren hiicre oOliimleri i¢in kullanilmistir. Yaptiklar1 ¢alismalarda apoptozise
ugrayan hiicrelerin ¢ekirdeklerinin yogunlastigini ve hiicre iceriklerinin membran ile
cevrili kesecikler (vesikiiller) icerisine alindigini belirlemisler ve bunlarin komsu

hiicreler tarafindan elendigini gézlemlemislerdir (Kerr ve ark. 1972).

Viicudumuzda yaklasik 210 tip hiicre bulunur ve her bir hiicrenin yasam
dongiisii; dogum, farklilasma, islev gdrme ve &liim evrelerinden olusur. insanda
yaklagik 5x10"" kan hiicresi programli hiicre Sliimiiyle her giin elenir (Karam ve ark
2009). Her bir hiicre tipinin farkli bir yasam siiresi vardir. Ornegin notrofiller dokuda
4 giin, eritrositler kanda 120 giin, beyin ve sinir hiicreleri ise 50 ile 100 yil arasinda
yasarlar. Ozellikle embriyonik gelisme sirasinda hiicre Sliimiiniin 6nemli bir yeri
vardir. Eriskin organizmalarda da bu siire¢ devam eder ¢linkii hiicre ¢ogalmasiyla
hiicre 6liimleri dengede kalmak zorundadir. Eger bdyle bir denge olmasaydi, dokular

hiicre ¢ogalmasiyla siirekli biiyiimek zorunda kalird1 (Green 2011).

Genel olarak canli organizmalarda iki ana hiicre Olim bi¢imi vardir.
Bunlardan biri nekroz (nekrotik 6liim) hiicre yaralanmalari sonucu hiicrenin zarar
gorerek sisip patlayarak 6lmesi, digeri ise apoptozistir. Hiicreler apoptozis sirasinda
bir¢cok uyaranla 6liime giderler ancak bu 6liim programli, kontrollii ve diizenli bir

bicimde gerceklesir. Bu siire¢ nekrotik hiicre 6liim siirecinden farklidir. Nekrotik
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Olimde hiicre kontrolsliz bicimde Oliime gider, hiicre pargalanir, enflamasyon
goriiliir. Apoptoziste ise hiicre kendi 6liimii sirasinda aktif rol alir ve kendi 6liimiiniin
her asamasina katkida bulunur. Bu nedenle de apoptozis hiicre intihar1 olarak da
bilinir. Nekrozda patlayan hiicrenin igerikleri komsu hiicrelere de zarar verirken,
apoptoziste gevre hiicreler zarar gérmez ve dlen hiicreden etkilenmezler (Alberts ve
ark 2008). Nekroz ve apoptozis sirasinda goriillen degisimler Tablo 2.1'de

gosterilmektedir.

Apoptozis i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede birgok biyokimyasal ve
morfolojik degisim goézlenir. Hiicre kiiciilmeye ve kondanse olmaya baglar, hiicre
iskeleti dagilir ve ¢ekirdek zar1 yer yer erir. Cekirdek DNA's1 pargalara ayrilir.
Apoptozisin erken evrelerinde kaspaz (caspases) proteinleri salinmaya baslar ve
aktive olan bu proteinler hiicresel bir¢ok substratin kesilmesine hem aracilik eder
hem de neden olur. Kaspaz enzimleri ayrica hiicrenin diger sindirim enzimlerini de
harekete gegirirler. Bunun sonucunda hiicre hem biyokimyasal hemde morfolojik

(d1s goriinlim) olarak degisir (Fesik ve Shi 2001).

Apoptozis Nekroz

Kromatin kendensasyonu Cekirdedin sises

Hiicre kicilmesi s o R : ; ;
Hiicrenin biiyiimesi ve sismesi

Organel ve hiicre membranlarinin P T
T Organellerin biitinliginan bozulmasi

buttnltgu

Hiicrelerin pargalanmasi ve iceriklerinin

Komsu hireler tarafindan ¢cabuk ,
cevreye dagilmasi

yutulma (eliminasyon-fagositoz)

DNA fragmentasyonu Enflamasyon

Tablo 2.1 Apoptoz ve Nekroz Arasindaki Farkliliklar (Fink ve Cookson 2005)

2.3.1. Kaspazlar (Hiicresel Giyotinler)

Kaspaz enzimleri biiyiik bir proteaz enzim ailesidir. Aktif merkezlerinde
sistein amino asidi tasirlar ve hedefledikleri proteinleri aspartik asit birimlerinden
kestikleri i¢in bu ismi almislardir (C-Asp-ase; C:sistein amino asiti simgesi,

Asp:aspartik asit, -ase:kesici enzim eki). Kaspazlar hiicre igerisinde inaktif
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zimojenler olarak sentezlenirler ve prokaspaz adini alirlar (Shalini ve ark. 2015). Bu
inaktif prokaspaz enzimleri apoptozis sinyalinin alinmasiyla birlikte diger kaspazlar
tarafindan aspartik asit birimlerinden kesilerek aktive edilirler. Aktive olan kaspaz
diger kaspazlar keserek inaktif formdan aktif forma doniistiiriir. Kaspazlar biiyiik ve
kiiciik olmak iizere iki altbirimden olusur ve N-terminallerinde pro-domainleri
bulunur. Biiylik ve kiigiik altbirimler birbirleriyle etkilesime girerek enzimin aktif
merkezini olustururlar. Enzimin pro-domaini cesitlilik gosterir; CARD (caspase
recruitment domain) ve DED (death effector domain) enzimin pro-domaininde
bulunan 6zel motiflerdir ve protein-protein etkilesiminde gorev alirlar (Jang ve ark.
2015). Enzim tam aktivitesini 2 kesme noktasindan kesildikten sonra gosterir (Sekil
2.1). Evrimsel siirecte korunmus olan sistein, enzimin aktif merkezinde bulunur ve
bu amino asidi cevreleyen dizi de evrimsel siirecte korunmustur. Kristalografi
calismalar1 iki tane heterodimerin bir araya gelerek tetramer yapida aktif kaspaz
enzimini olusturdugunu ortaya koymustur. Boylece her enzim iki tane aktif merkeze
sahip olmaktadir. Apoptozis sirasinda kaspazlardan ilk gorev alanlar (upstream
caspases) baglatici (initiator) ya da Oncii kaspazlardir ve bunlarin uzun pro-
domainleri bulunur. Apoptotik yolagin sonraki asamalarinda gorev alan kaspaz
enzim zincirinin diger iyeleri ise effektor (downstream caspases) kaspazlar olarak
adlandirilirlar. Effektor kaspazlar baglatici bir kaspazla aktive edilirler. Amino asit
kiitliphanelerinin taranmasiyla her bir kaspaz enzimi i¢in optimum kesme bolgesi
belirlenmis ve bu bdlgenin aspartik asit kesme noktasinin N-terminalinde bulunan
dort amino asitlik bir motif oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu motifin gorevlerinden biri
kaspazin hedefledigi proteinin se¢imini belirlemek, digeri ise ilgili kaspazin peptid

inhibitorlerle inaktive olmasina aracilik etmektir (Riedl ve Shi, 2004).

Sekil 2.1 Kaspaz Enzimlerinin Yapis1
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Kaspaz 2, 8, ve 10 baslatict kaspazlardandir, 3, 6 ve 7 ise effektor kaspazlardir.

Kaspazlar hiicrelerde yiizden farkli proteini substrat olarak kullanirlar (Tablo 2.2).

KASPAZ ALTERNATIF ADI SUBSTRATLARI iSLEVi
KASPAZ-1 ICE INTERLOKIN-8, LAMINLER APOPTOZIS,
ENFLAMASYON
KASPAZ-2 ICH-1,Nedd2 GOLGIN-160, LAMINLER APOPTOZIS
KASPAZ-3 CPP32, YAMA, | PARP, SREB, KASPAZ-6, KASPAZ-7, | APOPTOZIS
Apopain KASPAZ-9, DNA-PK,MDM2, B-CATENIN,
LAMINLER, NUMA, TOPOIZOMERAZ-1,
FAK, CALPASTATIN, P21, ICAD
KASPAZ-4 ICH-2, ICERELII KASPAZ-1 APOPTOZIS,
ENFLAMASYON
KASPAZ-5 ICERELINI, TY APOPTOZIS,
ENFLAMASYON
KASPAZ-6 MCH2 APOPTOZIS
KASPAZ-7 MCH3.ICE- PARP, GAS2, SREB1, EMAP II, FAK, | APOPTOZiS
LAP3,CMH-1 CALPASTATIN, P21
KASPAZ-8 FLICE, MACH, MCHS | KASPAZ-3, KASPAZ-4, KASPAZ-6, KASPAZ- | APOPTOZIS
7, KASPAZ-9, KASPAZ-10, KASPAZ-13,
PARP, BID
KASPAZ-9 Apaf-3,  ICE-LAP6, | KASPAZ-3, PRO-KASPAZ-9, KASPAZ-7, | APOPTOZIS
MCH6 PARP
KASPAZ-10 FLICE-2,MCH4 KASPAZ-3, KASPAZ-4, KASPAZ-6, KASPAZ- | APOPTOZIS
7, KASPAZ-9,
KASPAZ-11 ICH-3, ICE-B APOPTOZIS,
ENFLAMASYON
KASPAZ-12 ICE-C APOPTOZIS
KASPAZ-13 ERICE ENFLAMASYON

Tablo 2.2 Kaspazlarin Hedef Proteinleri
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2.3.2. Kaspaz Aktivasyonu

Apoptozis sinyali alan bir hiicrede baglatici kaspazlarin aktivasyonlari
adaptor proteinler araciligiyla tetiklenir. Bu adaptor proteinler baslatici kaspazlari
birbirine yaklastirarak kiimelenmelerini saglar ve kiimelesen baslaticilar birbirlerini
keserek aktive eder ve kaspaz zincirinde yer alan diger iiyeler giderek artan bir hizla
aktive olmaya baglarlar (Sekil 2.2). Sinyal gittikce artarak zincirin en sonunda
bulunan kaspaza kadar erisir ve bu giderek artan 6liim sinyali 6liime mahk(m edilen
hiicrenin her bolgesine yayilir. Aktive olan kaspazlardan bazilari lamin proteinlerini
pargalarken, bazilari hiicre ici iskelet proteinlerine saldirir. Bagka bir kaspaz DNaz
enzimi araciligtyla onu inhibe eden proteine baglanip DNaz'in serbest kalmasini
saglar ve serbest kalan DNaz ¢ekirdek DNA'sin1 pargalara ayirir. Kaspaz zincirinde
yer alan enzimler bir kez aktive olduktan sonra geriye doniis yoktur ve bulunduklari
hiicreyi Oliime stiriiklerler. Dolayisiyla aktiviteleri hiicrelerde siki bigimde kontrol
altinda tutulur. Kaspaz aktivasyonunda 3 temel mekanizma vardir (Hengartner

2000):

a) Bagslatic1 bir kaspaz tarafindan proteolitik kesim sonucu aktivasyon
b) Yakin indiikleme (induced proximity)

c) Holoenzim olusumu.

Bir molekiil aktif kaspaz A

Sitoplazmik ‘
rotekten . :
proteinlerin kesilmesi ‘ . .

Cekirdek laminlerinin | ~A .

kesilmesi W—r—

0

Daha cok aktif i(aspaz C

Sekil 2.2 Kaspaz Zincirinin Aktivasyonu
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Baslatic1 bir kaspaz tarafindan diger bir kaspazin (effektor kaspaz) proteolitik
olarak kesilmesi olduk¢a etkin bir mekanizmadir ve effektor kaspazlar bu yolla
aktive olurlar. Bu mekanizma granzim B gibi kaspaz olmayan proteazlarin
aktivasyonunda da kullanilmaktadir. ikinci mekanizmada ise bir¢ok pro-kaspaz-8
molekiilii birbirine yakinlasip kiimeler olusturarak bir araya gelir ve ¢apraz bicimde
birbirlerini aktive ederler. Holoenzim olusumunda ise sit-c ve ATP-bagimli Apaf-1
oligomerizasyonu prokaspaz-9'un bu komplekse katilmasina olanak vererek
apoptozomu olusturur (Hengartner 2000). Kaspaz-9'un bu yolla aktivasyonu
proteolitik degil, kompleksin bigim degistirmesiyle saglanir (Cullen ve Martin 2009).

Kaspaz enzimlerinin aktivasyon mekanizmalar1 Sekil 2.3' de gosterilmektedir.

a Proteolitik kesim

R/

pro p20 p10

b Yakin induikleme

@@EDD

o ==  Apaf-1 Sit-c
o omisss Kaspaz9 Aktif Kaspaz

Holoenzim
olusumu

Sekil 2.3 Kaspaz Aktivasyon Mekanizmalari
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2.3.3. Kaspaz Aktivitesinin Diizenlenmesi

Apoptozisin diizenlenmesinde gorev alan bir diger hiicre i¢i protein ailesi
IAP'lardir (inhibitor of apoptosis/apoptozis inhibitdrleri). Iki yolla apoptozisi inhibe
ederler (Breckenridge ve ark. 2003):

a) Prokaspazlara baglanarak aktivasyonlarini onler,

b) Aktif kaspazlara baglanarak aktivite gostermelerini engeller.

IAP proteinleri ilk kez bocek viruslarinda tanimlanmigtir. Bu proteinler
enfekte ettikleri bocek hiicrelerinin kendi kendilerini 6ldiirmelerini 6nleyerek virtistin
replikasyonu i¢in yeterli zamani kazandirmaktadirlar. Bu proteinler hiicresel
homologlar1 da dahil olan birka¢ tane BIR domainine (Baculovirus IAP tekrarlari)
sahiptirler. Bu domainleri araciligiyla dogrudan ya da dolayli olarak kaspazlari
inhibe ettikleri diistiniilmektedir. SMAC-DIABLO ve OMI-HTR2 mitokondrinin
membranlar arasi boslugunda bulunan iki tane proteindir. Bu proteinler apoptozis
sirasinda saliirlar. Her iki protein de IAP baglanma motifi tasir ve kaspazlarin IAP
ile inhibisyonunu antagonize eder. SMAC dimer halindeyken XIAP'm BIR2
domainine baglanarak kaspaz-3'i aktive ederken, monomer halde kaspaz-9'dan

XIAP"1 ayirir (Lawen 2003; Breckenridge ve ark. 2003)

2.3.4 Apoptozis Sirasinda Cekirdekte Goriilen Degisimler

Apoptozisin en belirgin 6zelligi kromozomal DNA'nin niikleozomal birimlere
parcalanmasidir. Apoptotik hiicrelerde ¢ekirdek DNA'sinin pargalanmasi kaspaz

aktivasyonu sonrasi birkag yolla gergeklesir (Yuan ve Horvitz 2004) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Apoptoz Sirasinda Cekirdekte Goriilen Degisiklikler

2.3.4.1. DNA Onariminda Gérevli Enzimlerin Inaktivasyonu

Poly (ADP-riboz) polimeraz enzimi (PARP) kaspazlarin ilk tanimlanan
substratidir. PARP, DNA onariminda goérevli bir enzimdir. DNA hasarlar1 sirasinda
kirikk DNA zincirlerine baglanarak poly (ADP-riboz) sentezini katalizler. Kaspaz-3

apoptozis sirasinda PARP'a baglanarak hasarli DNA'nin onarilmasini dnler.

2.3.4.2.Yapisal Cekirdek Proteinlerinin Yikilmasi

Laminler c¢ekirdek i¢i proteinlerdir ve kromatin ve ¢ekirdek membrani
arasinda etkilesime aracilik ederek ¢ekirdegin seklini belirlerler. Kaspaz-6 apoptotik
hiicrelerde laminleri pargalayarak kromatin kondensasyonuna ve ¢ekirdegin

fragmantasyonuna neden olur.

24



2.3.4.4. DNA Fragmentasyonu

Apoptotik hiicrelerin DNA's1, agaroz jel elektroforezinde merdiven basa-
magina benzer (ladder formasyonu) bir yap1 bi¢giminde goriiliir. Bu fragmantasyon
apoptotik hiicrelerde CAD (caspase activated DNaz) enzimi tarafindan DNA'nin
niikleozom birimlerine kesilmesiyle saglanir. CAD normal hiicrelerde ICAD'a
(inhibitor of CAD, DNA fragmentasyon faktdr 45 olarak da bilinir) bagl inaktif
formda bulunur ancak apoptozis sinyali alan hiicrelerde kaspazlar tarafindan (kaspaz-
3) kesilir ve CAD'i serbest birakir ve bu enzim DNaz oldugu i¢in ¢cekirdek DNAsinin

hizl1 bigimde 50-200 baz ¢iftlik niikleozomal fragmanlara kesilmesini saglar.

2.3.5. Memeli Hiicrelerinde Apoptozis

2.3.5.1. Apoptozisin Indiiksiyonu

Memeli hiicrelerinde apoptozis birka¢ yolla indiiklenir. Hiicrelerin bu
uyaranlara verdigi yanit, gelen uyarmin tiirline gore degisir. Ciinkii apoptozis
sirasinda bir¢cok sinyal gonderilir ve bu sinyaller farkli hiicrelerde farkli bigimde
algilanirlar ve siire¢ de bu farkliliklara gore isler. Memeli hiicrelerinde iki tane biiytlik
apoptotik yolak belirlenmistir: O6liim almaci (extrinsic) dig ve mitokondriyel

(intrinsic) i¢ yolak (Sekil 2.5) (Fulda ve Debatin 2006).
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Sekil 2.5 Hiicrelerde Goriillen Apoptozis Baslatict Sinyaller 1.Dis sinyaller: 6limii indiikleyen
ligandlarin hiicre yiizii almaglarina baglanmasi, 2. I¢ sinyaller, hiicresel strese bagl olarak gelisir.
Hiicresel stres radyasyona maruz kalma sonucu olusabilir (2), kimyasal ya da viral enfeksiyonlara
maruz kalma sonucu ortaya ¢ikabilir (3). Biiyiime faktorlerinin azligi ya da oksidatif stres de hiicre ici
6liim sinyalleri arasindadir. Genel olarak hiicre i¢i sinyaller mitokondri araciligryla apoptozisi baslatir
(5). T-lenfositler tarafindan granzim aracilt apoptozis; T hiicreleri virusla enfekte hiicreleri tanir ve
viriisiin ¢evre dokulara yayilmasini ya da enfekte hiicrenin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasini engellemek
icin bu hiicrelerde apoptozisi baslatir (4).

D1s yolak membranda bulunan 6liim almaglarina ligandlar baglandiginda
aktive edilir ve baslatici kaspazlardan -8 ve -10 araciligiyla sinyalin kaspaz zincirinin
diger iiyelerine erismesi ve bu kaspazlarin aktive edilmesiyle gerceklesir. Bu 6liim
almag¢ yolagi immiin sistemin homeostazisinin korunmasinda ve gelisme sirasinda
oldukga aktif rol alir. I¢ 6liim yolaginda ise mitokondri temel rolii iistlenir. Bu yolak
iyonize radyasyon, biiyiime faktorii azligi, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ve DNA
hasarlar1 sonucu aktive olur. Bu yolakta da Bcl-2 ailesi enzimleri temel gorevler
tistlenirler ve sitokrom-C (sit-c) salimimiyla baglatic1 kaspaz-9 aktivasyonu ardindan
da kaspaz zincirinin diger iiyelerinin aktivasyonlar1 gerceklesir (Adams ve Cory

1998).

Mitokondri kaspaz zinciri ve apoptozisin diizenlenmesinde en 6nemli rolii

oynayan organeldir. Mitokondriden sit-c salinmasi kaspaz-3 ve -9'un aktivasyonunu
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saglar. Bu aktivasyon siireci apoptozom olusumuyla saglanir. Apoptozom ¢ok

proteinli bir yapidir ve sit-c, Apaf-1, pro-kaspaz-9 ve ATP igerir.

2.3.5.2. Apaf-1 ve Apoptozom

Apoptotik proteaz aktivasyon faktorlerinin (Apaf) lic gruba ayrilir; Apaf-1
(CED-4'e homoloji gdsteren adaptdr/amplifikatdr protein), Apaf-2 (sit-c) ve Apaf-3
(kaspaz-9). Baslatict kaspaz olan kaspaz-9 Apaf-1'e baglandiginda kendi kendisini
aktive eder. Aktive olan kaspaz-9 effektor kaspaz-3'ii keserek aktivasyonuna yol
acar. Kaspaz-9 ATP/dATP varliginda Apaf-1'de bulunan VVD40 do-maini
aracligiyla sit-c'ye baglanarak aktive olur. Apaf-1 ve kaspaz-9'da 6nemli bir domain
bulunur ve CARD olarak adlandirilir. Apaf-1'in CARD domaini iki tane WD40
domaini ile bir arada tutulur. Bu VVD40 domainleri aracilifiyla Apaf-1 sit-c'ye
baglanir. Bu baglanma VVD40 domainlerine bagli olarak bulunan CARD
domaininin yerini kaybetmesine neden olur. ATP/dATP'nin Apaf-1'e baglanmasiyla
molekiil sekil degisimine ugrar ve direksiyon ya da tekerlege benzer bir heptamer
meydana gelir. Bu yapida yediser molekiil Apaf-1, sit-c ve ATP bulunur. Apoptozom
olarak adlandirilan bu yapi, komplekse yedi molekiil prokaspaz-9'un katilmasina

olanak tanir (Cain ve ark. 2002; Bratton ve Salvesen 2010).

Kaspazin nasil aktive oldugu tam olarak bilinmesede iki olasilik ileri sii-
riilmektedir. /) Apaf-1, sit-c ve prokaspaz-9 licli birden sitoplazmik prokaspaz-9
komplekse katilir katilmaz harekete gecerek aktivasyonu gergeklestirir, 2) iki
apoptozom birbiriyle etkilesime girer ve bagka bir apoptozomda yer alan prokaspaz-
9'u aktive eder. CARD ve CED-4 homoloji domainleri direksiyonun gébek kismim
olusturuken disa dogru uzanan ¢ikintilar WD40 domainlerini igerir. Prokaspaz-9

govdeye baglanir (Cain ve ark. 2002; Bratton ve Salvesen 2010) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Apoptozom Olusumu

2.3.5.3. Mitokondrinin Apoptozisteki Rolii

Mitokondri hiicre 6liimiiniin kontrol edilmesinde dnemli bir role sahiptir ve
hiicrenin iki ana 6liim yolagindan biri (i¢ yolak) bu organelde gerceklesir. Bir sonraki
baslikta anlatilacagi gibi dis mitokondri membraninda bulunan antiapoptotik Bcl-2
ailesi proteinleri (Bcl-2 ve Bcl-XL) hiicrenin yagamasini tesvik ederken, bu protein
grubunun proapoptotik {iyeleri olan Bad ve Bax'la mitokondri membraninda
dogrudan etkileserek ya da antiapoptotik {iiyelere baglanarak heterodimerik
molekiilleri olustururlar ve hiicreyi Oliime siiriiklerler. Mitokondriyel apoptozis
yolagi hiicrenin disindan gelen uyarilara ya da hiicre i¢ci DNA hasarlar1 sonrasi
olusan uyarilara kars1 hiicreler tarafindan kullanilan en yaygin yolaktir. Hiicrenin bu
uyaranlara farkli yolaklar1 kullanarak verdigi yanitlar genellikle Bcl-2 ailesinin
proapoptotik tiyelerinin aktivasyonuyla mitokondride birlesir. Her zaman olmasa da

genellikle hiicre i¢i membranlara tutunarak hiicredeki varligini siirdiiren Bcl-2'nin
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aksine, Bad, Bax, Bim, Bid'i de kapsayan iiyeler sitoplazma ve organeller arasinda
mekik dokurlar. Bu proteinlerin sitoplazmik formlar1 inaktif ama ayni zamanda
savasa hazir protein havuzunu olustururlar. Proapoptotik sinyaller bu proteinleri
hiicrenin 6liim-kalim savasinin yer alacagi mitokondriye yonlendirirler (Ardjomande

ve Martinou 2005).

Proapoptotik iiyelerin aktivasyonu proteoliz ya da defosforilasyon meka-
nizmalariyla gerceklesir. Pro- ve antiapoptotik aile liyeleri mitokondrinin ylizeyinde
karsilagirlar ve burada heniiz aydinlatilamamis bir mekanizmayla sit-c sa-liniminin
kontrolii i¢in yarigmaya girerler. Eger proapoptotik molekiiller baskin gelir ve
kazanirsa mitokondriden bir dizi molekiil salinir. Bunlardan en 6nemlisi sit-c'dir. Sit-
c, Apaf-1 ve prokaspaz-9 ile birlesir ve apoptozomu olusturur ve bdylelikle
prokaspaz-9 aktivasyonu gergeklesir. Oliim almaci yolagi (dis yolak) ile
mitokondriyel yolak, kaspaz-3 aktivasyonu diizeyinde birlesir. Kaspaz-3'iin
aktivasyonu ve aktivitesi IAP proteinleri tarafindan inhibe edilir. Mitokondriden
salinan Smac/DIABLO proteinleri de IAP inhibitorleridir. Kaspaz-3 yolaginin altinda
apoptotik program dallanmaya baslar ve bu dallanmanin sonucunda sinyal tiim
hiicreye iletilir ve hiicre sonunda ortadan kaldirilir (Burlacu 2003).

Oliim almaci ve mitokondriyel apoptozis yolaklar1 arasindaki capraz et-
kilesim ve birlesmeler proapoptotik Bcl-2 ailesi {iyelerinden Bid tarafindan saglanir.
Bid'in kaspaz-8 tarafindan kesilmesi oOliim aktivitesini arttirir ve proteinin
mitokondriye girmesine olanak verir. Bid mitokondriden sit-c ¢ikisini gerceklestirir.
Birgok durumda bu iki yolak arasindaki etkilesim minimum diizeydedir ve her bir
yolak bagimsiz bir bi¢cimde calisir. Mitokondrinin apoptozis sirasinda {istlendigi

roller Sekil 2.7'de gosterilmistir.

29



Apoptotic signals

!
&

@/De-phosphoryla(von

release of Bad

Apafl-1

Caspase 9

o
Cytochrome C Apoptosome formation

{

Caspase
Cascade

Sekil 2.7 Mitokondrinin Apoptoziste Aldig1 Roller. Oliim sinyaline yanit olarak mitokondriden sit-c
salinir. Sit-c daha sonra Apaf-1, prokaspaz-9 ve ATP ile etkileserek apoptozomu meydana getirir.
Apoptozom ise kaspaz-9 aktivasyonuna ve dolayisiyla kaspaz zincirinde kaspaz-9'un altinda yer alan
diger kaspazlarin aktive olmasini neden olur. Bax dig mitokondri membraninda por olusturarak
membran potansiyelinin kaybolmasini saglayarak sit-c ile AIF'in (apoptosis inducing factor) bu
pordan salinmasina aracilik eder. Bcl-2 ve Bcl-XL por olusumunu 6nlemektedir. Bax ya da Bad'in
Bcl-2 ya da Bcl-XL ile heterodimer olusturmasi bu proteinlerin koruyucu etkilerini ortadan kaldirir.
Bax ve Bad proteinlerinin ayrica genis caplt por olusturduklari ve bu pordan sit-c'nin salindig1 ve
bdylece apoptozisin baslatildig: ileri stiriilmektedir.

2.3.6. p53 ve Apoptozis

2.3.6.1. p53 Yapis1

p53 ilk olarak 1979 yilinda onkogen olarak tanimlanmis, ancak daha sonra
yapilan aragtirmalarla en Onemli tiimor baskilayict genlerden biri oldugu
belirlenmistir. p53 kromozom 17'de yerlesiktir ve 53 kDa'luk bir protein kodlar. p53
proteini ¢esitli genlerin ifade diizeylerini kontrol eden bir transkripsiyon faktoriidiir.
Hiicre dongiisiiniin normal bigimde seyri p53 tarafindan saglanir. Eger hiicrede

normal olmayan bir durum sézkonusu ise hiicre dongiisii pS3 tarafindan duraksatilir.
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p53'in onemli gorevlerinden biri de hiicresel streste apoptozisi tetiklemesidir.
Normal gelisme sirasinda gerceklesen apoptozis-te gorev almayan pS3 timor
baskilayict geni cesitli kanserlerde mutasyona ugramaktadir. Tim kanserlerin
yaklasik %50'sinde p53 mutasyonu goriiliir (Baptiste ve Prives 2004). Cesitli
biyolojik olaylarda anahtar rol oynayan bu proteinin yapist Sekil 2.8 'de ve apoptozis

stirasinda transkripsiyonunu diizenledigi genlerin listesi Tablo 2.3'te goriilmektedir.

1- 43 FRE 102

Sekil 2.8 insan p53 Geninin Yapisi. TA: Transaktivasyon domaini, PP: Prolince zengin regiilator
domain, DNA-BD: DNA baglanan domain, NLS: Niikleer lokalizasyon sinyali, TET:
Tetramerizasyon domaini.

p53 hedef genleri
+  Bcl-2 Proteinleri
Bax, Puma, Noxa, Bid
« Olim almaglar
DR5, CD95, Fas
» Adaptérler
Apaf-1
- Digerleri
p53AIP1, p53DINP1, Peg3, PERP, PIGT

Tablo 2.3 Apoptozis Sirasinda p53’iin Hedef Genleri

2.3.6.2. p53 Diizenlenmesi

Timdr baskilayici gen p53, DNA hasar1 ve onkogenik transformasyon
sonucu aktive olur. Strese girmeyen, hasara ugramamis hiicrelerde p53
konsantrasyonu belirlenemeyecek kadar azdir ve sitoplazmada tutularak cekirdege

girigi Onlenir. Transaktivasyon domaini inaktive durumdadir (Haupt ve ark 2003).
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Hiicre i¢i diizeyi mdm?2 proteininin varligina baglidir ve p53 siki bigimde
Mdm?2 tarafindan kontrol altinda tutulur. p53 Mdm2 ekspresyonunu da indiikleyerek
kendi kendisinin inhibisyonunu saglar. Mdm2 p53'in transaktivasyon domainine
baglanir ve transkripsiyonu aktive etmesini onler (Schuler ve Green 2005) (Sekil

2.9).

Onkogen
aktivasyonu

DNA hasari .

/ p53 mutasyonlari

Cekirdekten cikis
ve
parcalama
Gekirdek ve sitoplazmada p53 p53 birikimi olmaz
birikimi, apoptozis indiiklenir ve cekirdekte kalir

Sekil 2.9 p53'iin Transkripsiyon Bagimli Etkileri. Onkogen aktivasyonu ve DNA hasarini takiben p53
birikmeye baglar ve apoptozis indiiklenir. p53 mutasyona ugradiginda DNA hasarina yanit veremez.

2.3.6.3. p53 Aktivasyonu

DNA hasarlar1 dolayli olarak p53'iin stabilizasyonuna ve hiicrede birikmesine
neden olur. ARF (ya da pl19) proteini mdm2'ye baglanarak p53'i serbest birakir.
Hipoksia, mikrotiibiil ya da biliylime faktorii azligi da p53 aktivasyonunu tetikler.
Belirli serin/treonin birimlerinden proteinin fosforile edilmesi de aktivasyona neden
olur. PARP, DNA-PK, ATM (Ataksiya Telangiektasia Mutant Protein), ATR ve Chk2
pS53 aktivasyonunda rol alan proteinlerdir. p53 bir kez aktive olduktan sonra yari

Omrii iki katina ¢ikar ve aktivitesi 100 kat artar (Knittel ve ark 2015) .
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2.3.6.4. p53 Islevleri

pS3 hiicre dongiisiindeki kontrol noktalarini, DNA hasari ve onarimi ve
apoptoziste rol oynayan genlerin aktivasyonunu diizenler. DNA hasarlarinin
onarilmasi i¢in ¢esitli genleri aktive ederek hiicre dongiisiinii G1 evresinde durdurur.
Eger DNA hasar1 biiylik ve hiicrenin onaramayacagi bir hasarsa, p53 proapoptotik
proteinlerden Bax'in ekspresyonunu arttirarak hiicreyi apoptozise siiriikler. p53
hiicrenin hiicre dongiisiinde duraksama ya da apoptozise siiriiklenmesine nasil karar
verir? Bilindigi gibi Akt proteini hiicrenin canliligini siirdiirmesini tesvik eden
proteindir. Fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K) hiicre canliligini korur ve Akt
transkripsiyonunu uyarir. Mdm2 de Akt'nin siibstratlar1 arasindadir. Akt tarafindan
Mdm2'nin fosforilasyonu Mdm2'nin ¢ekirdege girmesini saglar ve ¢ekirdekte Mdm?2
pS3'e baglanir. Mdm2 p53'e ubikiitin baglar ve bu ubikiitinler proteozomlar
tarafindan tanmir ve p53 parcalanir. Ote yandan PTEN tiimér baskilayici proteini
PI3K-Akt sinyal yolagini inhibe eder. DNA hasar1 algilandiginda p53 acilen
Mdm?2'yi indiikler. p53-Mdm?2 otoregiilasyon mekanizmasi hiicreye hasari onarmasi
icin zaman kazandirirken ayn1 zamanda apoptotik yaniti da hazir durumda bekletir.
Bir siire sonra Mdm2'nin indiiksiyonunun ardindan p53 PTEN'i kodlayan geni aktive
eder. PTEN indiiksiyonu otoregiilasyon mekanizmasinin {izerinden gecer ve p53
islevini ¢ogaltmaya baslar (amplifikasyon) ve bdylece apoptotik yaniti hizlandirir

(Baptiste ve Privesp 2004) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 Apoptoziste p53'iin Sitoplazma ve Cekirdekteki Islevleri. A) p53 proteininin domainleri:
TA (transaktive edici domain), PP (poliprolin), DNA-BD (DNA baglanma domaini), Tet
(tetramerizasyon domaini), ++ (bazik bolge), B) p53'in apoptoziste transkripsiyon bagimli ve
transkripsiyon-bagimsiz rolleri. Stres sinyalleri p53'i stabilize eder ve p53 proapoptotik hedef genleri
(6r:Bax, NOXA, PUMA) transaktive ederek apoptozisi baslatir. Sitoplazmik p53 ya direkt Bax
oligomerizasyonunu indiikler ya da dolayli olarak mitokondride Bcl-2/Bcl-XL proteinlerine baglt
proapoptotik BH3-only proteinleri serbest birakir. Serbest kalan BH3-only proteinler ise daha sonra
Bax oligomerizasyonunu saglar, sit-c salinimin aktive ederek apoptozise yol agar (Baptiste ve Privesp
2004).

2.3.6.5. p53 Aracih i¢ ve Dis Apoptotik Yolaklarin Aktivasyonu

pS3 dis apoptotik yolagi Fas, DRS ve PERP gibi transmembran proteinlerinin
genlerini indiikleyerek aktive ederken, i¢ apoptotik yolakta proapoptotik ve
antiapoptotik genleri sirastyla aktive/inhibe eder (Sekil 2.11). I¢ yolakta daha énce de
aciklandig1r gibi apoptozis sinyali hiicreye ulastiginda Bcl-2 ailesi proapoptotik
proteinler sitoplazmadan mitokondri dis membranina yerlesirler ve mitokondriden
sitoplazmaya sit-c salinmasina neden olurlar. Sit-c daha sonra Apaf-1 ve prokaspaz-
9'a baglanarak kaspaz-9'un proteolitik aktivasyonunu saglar ve kaspaz-9'da kaspaz

zincirinde bulunan diger kaspazlar1 aktive eder (Haupt ve ark. 2003).
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Apoptozisi indiikleyen ve apoptozisi baskilayan genlerin ekspresyon
diizeyleri arasindaki denge yabanil tip (wild-type) p53 tarafindan apoptozisi
indiikleyen genler lehine degistirilir. p53 apoptozisi bu yolla indiiklemektedir.
Hiicrede DNA hasar1 hiicrenin bu hasar1 onarma kapasitesini astiginda p53 hiicrenin
apoptozise girmesine rehberlik eder. Hasarli hiicrede bir yandan Bax geninin
transkripsiyonunu arttirirken bir yandan da Bid, PUMA, NOXA ve Apaf-1 'in ifade
edilmelerini indiikler (Haupt ve ark. 2003).

1999'dan giiniimiize kadar yapilan c¢alismalarin sonuglart p53'iin  ayni
zamanda transkripsiyondan bagimsiz yolaklarda da gorev aldigin1 ve etkisini
gosterdigini ortaya koymustur. p53'in mitokondri diizeyinde direkt apoptotik
etkisinin oldugu acgiklanmistir. pS3 bu etkisini sitoplazmada dogrudan Bcl-XL'e
baglanarak Bax ve Bid proteinlerinin salinmasini saglayarak gerceklestirir. p53'in
mitokondride birikmesi hizl1 gerceklesen bir olaydir ve apoptozis baslar baslamaz
p53 miktarida artmaya baglar. p53'in mitokondrideki apoptotik eylemi
transkripsiyon-bagimli apoptotik yolagi hizlandirmasiyla gerceklesmektedir (Haupt
ve ark. 2003).

. @ st e st e
. TRAL - Fas Trafigi

e N G R 3

apoptozom Apar-1 {}

Caspase-9 Q

Caspase-3 Q\
. Caspase-6
. Caspase-7
}

Apoptosis

Sekil 2.11 Apoptoziste p53 Agi. I¢ ve dis yolak Bid araciligiyla birlestirilir. p53 hedef genleri kirmizi
yazilmistir (Haupt ve ark. 2003)
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2.3.6.6. p53-Aracil Lizozomal-Mitokondriyel Apoptozis Yolag:

Hiicrede lizozomlarin zarar gormesi p53 aracili apoptoziste erken meydana
gelen olaylardan biridir. p53 ile indiiklenen apoptoziste lizozom membraninin
yirtilmasini mitokondrinin hasari izler. Interlokin-6 (IL-6) etkin bicimde lizozom ve
mitokondrilerde p53 tarafindan indiiklenen degisimleri inhibe etmektedir. Diger
apoptozis inhibitorleri sadece mitokondrideki degisimleri inhibe eder. Ayrica
lizozomlardan salmman enzimler tarafindan kaspazlarin direkt olarak aktive edi-

lebilecegi ongoriilmektedir (Li ve ark. 2012).

2.4. DNA Hasari

Bir canliya ait tiim genetik bilgiyi tastyan DNA molekiilii dogal olarak veya
cevresel faktodrlerin etkisiyle siirekli hasara maruz kalmaktadir. insan hiicrelerinde
metabolik aktiviteler ve c¢evresel faktorler (UV 15181 gibi) sonucu giinde 1 milyon
hiicrenin zarar gérmesi olasidir. Bu etkenler, DNA'nin yapisin1 ve dahasi diger
nesillere aktarilan genetik bilgiyi degistirebilirler. Genetik materyalin molekiiler
biitiinliiglinde ekzojen veya endojen faktdrlerin etkisiyle meydana gelen tiim bu

degisiklikler ise "DNA hasar1" olarak adlandirilmaktadir (Dinant ve ark. 2008).
DNA hasar1 ve onarim mekanizmalarindaki bozukluklar ile kanser, yaslanma

ve birgok genetik hastalik arasinda nedensel bir iliskinin varlig1 bircok deneysel ve

epidemiyolojik veri ile gdsterilmistir (Sekil 2.12).
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Proteins PARP1 BRCA1 KU70/80 ERCC4 MSH2 MGMT
XRCC1 BRCA2 DNA-PK ERCC1 MLH1
LIGASE 3 PALB2
ATM
CHEK1
CHEK2
RADS51
l ] Y
Tumour types Breast, ovarian, pancreatic Xeroderma Colorectal Giloma
pigmentosa
Drugs PARP inhibitors, platinum salts Platinum salts Methotrexate Temozolomide

Sekil 2.12 Her Bir DNA Hasar1 Yanit Mekanizmasinda Rol Oynayan Anahtar Proteinler. DNA hasari
yanit yolagindaki kusurlar nedeniyle karakterize edilen timor tipleri ve bu kusurlart hedefleyen
ilaglarin sematik gosterimi. BER: Baz cksizyon tamiri, NER: niikleotid eksizyon tamiri, NHEJ:
Homolog olmayan ug birlestirme tamiri (Lord and Ashworth 2012).

2.4.1. DNA Molekiillerindeki Degismeler

DNA'min yapisim1 degistirebilmek icin {i¢ farkli mekanizma wvardir: (1)
replikasyon esnasinda baz substitiisyonlar1 (2) bazlarin veya N-glikosidik bagin
kendi kimyasal kararsizliklarindan kaynaklanan baz degisimleri ve (3) diger
kimyasallarin ve cevresel ajanlarin faaliyeti sonucu olusan degismeler. Bu de-

gismeler asagidaki bozukluklar1 olustururlar (Beldiiz ve ark. 2010):

Diger zincirdeki karsihig: ile hidrojen bag1 yapamayan hatal bir baz: Bu
cesit, bir replikasyon hatasi olup, hatanin editlng fonksiyonunca diizeltilmemis
olmasi1 sonucu ortaya cikar; bu cesit bir hatanin meydana gelisi nadirdir. Daha genel
bir hata ¢esidi, sitozinin kendiliginden deaminasyonu sonucu urasile donlismesi ve
miiteakip replikasyonda urasilin timine doniistiiriilmesi sonucu ortaya ¢ikar. Sitozin -

> Urasil -> Timin transisyonundan daha az goriilen bir hata cesiti de adeninin
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deaminasyonu ile hipoksantin olusumudur. Hipoksantin timin yerine sitozin ile baz

cifti yapar. Bu hatay1 hipoksantin N-glikosilaz diizeltir.

Eksik bazlar: Cok az miktarlarda da olsa, piirin niikleotidinin N-glikozidik
bag1 fizyolojik sicakliklarda kolayca kirilir. Bu isleme depurinasyon denir. Ciinkii
DNA'dan piirin kaybolmustur. Depurinasyonun hizi, pH 7 ve 37 °C' de 1 piirin/300
piirin/giin'diir. Bu, bir memeli hiicresinde giinde 10* kadar piirin kayb1 demektir, her
bir bakteri kusaginda ise 0.25 piirin, bir giinde kayboluyor demektir. Bu miktar, pH
diiserken veya artarken artar. Bir zamanlar kimyasal savasta kullanilmis, su anda
kanser tedavisinde kullanilan alkile edici ajanlar denen zararli kimyasallar, bilhassa
guanin ile reaksiyona girerek piirin halkasinin N7'sine alkil grubu ilave ederler. Bu
alkillerine N- glikosidik bagimi zayiflatir ve depurinasyon hizini biiyiikk miktarda
arttirir. N- glikosidik baginin kirilmasi, N- glikosilaz tamir sistemlerinde ilk adim
oldugundan, dogru yapinin tekrar kazanilmasi, apurinik asit (AP) niikleaz yolu ile

olur.

Farkh bazlar: Bazlar, cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin etkisiyle, asil-
larindan ¢ok farkli bilesiklere gevrilebilirler. Ornegin: dogal olarak meydana gelen
radyo izotoplar veya X- 1sinlarindan yayilan beta partikiilleri gibi, iyonize edici
radyasyon pilirin ve pirimidin halkalarin1 kirabilir ve c¢esitli tip kimyasal

degisikliklere sebep olabilir.

Cevremizdeki bir¢ok dogal ya da sentetik bilesik elektrofiliktir, yani negatif
yiike kars1 ilgileri vardir. Elektrofilik bilesikler, bagka molekiillerin negatif yiik
merkezlerini arar ve onlara baglanirlar. Ayrica metabolizma sirasinda birgok bilesik
de elektrofilik bilesiklere cevrilir. Viicuttaki en 6nemli negatif yliik merkezli bilesik
DNA'dir. Her bir fosfatin tam bir negatif yiikii vardir. Ayrica bazlar {izerinde kismi
negatif yiiklii merkezler vardir. Elektrofiller bu negatif yiikleri bulduklarinda onlara
saldirir ve genellikle alkil gruplart denilen karbon igeren gruplar ilave ederler. Bu

olaya alkilasyon denir.
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Sekil 2.13'de DNA'daki ylik merkezleri gosterilmektedir. DNA'da
fosfodiester bagindan bagska, alkilleyici ajanlarin en coktercih ettikleri merkezler,
Guanin'in N7 ve Adenin'in N3 gruplaridir. DNA'da bunlardan bagka da, alkilleyici

ajanlarin alkile edebildigi merkezler vardir fakat sekilde gosterilmemistir.

Sekil 2.13 DNA Bazlari. DNA’nin elektrofillerce en ¢ok tercih edilen elektronca zengin merkezleri
N7 guanin ve N3 adenindir. Diger merkezler daha az tercih edilirler (Weaver 2003).

Guanin'in N7 grubunun alkillenmesi baz eslesmesinde degisiklige sebep
olmadigindan zararsizdir fakat Adenin'in N3 grubunun alkillenmesi (3 mA), adeninin
hicbir baz ile uygun olarak eslesmesine miisaade etmediginden, ciddi sorunlara yol
acar, bu yiizden 3 mA'ya "kodlamayan baz" (noncoding baz) adi verilir. DNA
polimeraz, 3 mA ile yapilan hicbir baz eslesmesini dogru kabul etmez bu ylizden
replikasyon bu noktada askida kalir. Boyle bir engelleme sitotoksik olur, hiicreyi

oldiirtir.

Baz eslesmesinde rol alan biitiin azot ve oksijen atomlari, alkillenmeye maruz
kalir. Bu atomlar alkile olursa, baz eslesmesi bozulur ve mutasyon meydana gelir. En
yaygin alkilleyici ajanlara 6rnek olarak, metilmetan siilfonat (MMS) ve etilnitroziire
(ENU) verilebilir (Sekil 2.14a). Alkilleyici ajanlar tarafindan metillenmis bazlara
tipik ornekler: 7-metilguanin, 3-metiladenin, 3-metilguanin ve 0°-metilguanin'dir

(Sekil 2.14b). Etilmetansiilfonat (EMS) ile Guanin'in 06 pozisyonunun alkillenmesi,
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bazin tautomerik formunu degistirerek C yerine T ile baz eslesmesi yapmasina ve
neticede, G:C baz ¢ifti A:T'ye doniiserek mutasyona sebep olur. Ayrica
alkilleyicilerin DNA'da sebep oldugu yapisal degismeler, replikasyon ve
transkripsiyon sirasinda DNA zincirlerinin ayrilmasii engelleyebileceklerinden,
potansiyel oldiriiciidiirler. Bazilar1 da dolayli olarak mutasyona sebep olur. Mesela
06—metilguanin, replikasyon sirasinda timin ile baz eslesmesi yapabilir. Cevremizdeki
cogu kanser ajanlar1 (kanserojenler), elektrofildir ve DNA'y1 alkilleyerek mutasyona

ve netice olarak kansere sebep olurlar.

(a) o
[ LHaCHLC | CHCH
HzC - CH,- S - 0 - CH,CHy H3C~N\ HN—C—N
! CHyCH,Cl 2 %
Etil etan siilfonat Meti)-bis-(B-kioroetilamin Etilnitrozolire N=0
(b)
o ?:‘s NH, OCH,
N N N
HN NZ NZ
I )I N )I \
H7"3)\::!]:T> '\:N N> "WJ%N ! N>
|
b, | |
7-metilguanin, 3-metiladenin Of-metilguanin

55 S5

benzo[alpiren Guanin ile bag yaprug benzo{a]piren

Sekil 2.14 Kanserojen Ajanlar. a) Alkilleyici ajanlar, b) Alkillenmis bazlar, ¢) Diol epoksitin guanin
ile kovalent bag yapmus hali.

Kars1 baz ile bag yapilmasina engel olan maddelerden biri de komiir katram
olan benzo[a]piren'dir. Bu madde karsinojendir. Bu madde karacigerde P-450
tarafindan metabolize edilir. Bu maddenin metaboliklerinden biri (bir diol epoksit)
guanine kovalent olarak baglanabilir (Sekil 2.14c). Baska aromatik alkilleyici
ajanlarin birgogu DNA ile kovalent baglar yapabilir. Bu karaciger karsinojeni olan
aflatoksin B;’de DNA ile kovalent bag yapar. Biitiin alkilasyonlar, baz eslesmesini
degistirmez, dolayis1 ile mutajenik degildirler. Bazi alkilasyonlar, DNA

replikasyonunun durmasina ve eger hiicre bu hasari tamir etmeden DNA'sin1 replike
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ederse, mutasyona sebep olur. Baz ciftlesmesini bozan eslesmelere sebep olan

alkilasyonlar ise, mutajeniktir.

Cogu metabolik reaksiyonlarda iiretilen serbest radikaller de, birka¢ énemli
degismeye sebep olabilirler. Biitiin aerobik hiicrelerde normal sartlarda, siiperoksit,
hidrojen peroksit ve en dnemlisi hidroksil radikalleri (-OH) gibi reaktif oksijenin
varlig1 sebebi ile oksidatif hasar meydana gelebilir. Hidroksil radikalleri DNA ile
birka¢ noktada bag yaparak oOzellikleri degismis oksidatif {irlinleri, mesela 8-
oksoguanin, 2-oksoadenin ve 5-hidroksimetilurasil olusturur. Bunlarin miktari,
radyasyonun iyonize edici etkisi sebebi ile suyun hidrolizi ile olusan hidroksil

radikallerince arttirilabilir (Sekil 2.15).

0o NH, o}
N N CH,OH
T “”)I\ ”"JT 2
HQNQITH" ol 'r> oxT'

8- okzoguanin 2-okzoadenin 5-hidroksimetilurasil

Sekil 2.15 Reaktif Oksijen Tiirleri Tarafindan DNA’da Olusturulan Oksitlenmis Baz Ornekleri

UV radyasyonu, aynt DNA zincirinde yan yana bulunan primidinleri ¢apraz
baglarla baglayarak, primin dimerleri olustururlar. Bu dimerler i¢inde en onemlisi
Sekil 2.16’da gosterilen timin dimeridir. Timin dimerlerinin sebep oldugu en 6nemli
etkiler asagidakilerdir: (1) DNA'nin yapisi ayni zincir lizerindeki iki timinin birbirine
dogru ¢ekilmesi sonucu bozulur (Sekil 2.17). (2) Yapidaki bu bozulma neticesi, karsi
zincirdeki adeninler ile hidrojen bagi (yapan gruplarin hala mevcut olmasi sebebiyle)
hala miimkiindiir fakat onemli miktarda zayiflamistir. DNA polimeraz, bu bazin
karsisina hangi bazi koyacagmi bilemediginden, dimer bolgesinde replikasyon

catalinin ilerlemesi engellenir.
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Sekil 2.16 Bir Siklobiitiltimin Dimerinin Yapisi. UV radyasyonuna maruz birakildiktan sonra, bir
DNA zincirinde yanyana bulunan timin dimerleri, sekilde ince kirik c¢izgilerle gosterilen baglarin
olusmasiyla birbirlerine baglanirlar. Olcekli ¢izilmemis olmakla birlikte, bu baglar, yanyana bulunan
timin diizlemleri arasindaki mesafeden daha kisadirlar, bu yiizden ¢ift zincirli yapinin bi¢imi bozulur.
Her timinin C=C ¢ift bag1 (sol panelde kalin ¢izgiyle gosterilmistir), her siklobiitil halkasinda C-C tek
bagina (sag panelde kalin kirik ¢izgilerle gosterilmistir) donistiiriildiigiinden, timin halkasinin sekli de
degisir (Freifelder 1987).

GCATAAZCTAGTY CGCA
Pl — =]
COTATTG AT T

Sekil 2.17 Timin Dimeri Yapisi. iki timin bir dimer olusturduklarinda, birbirlerine yaklastiklar1 igin
DNA sarmalinin bigimi bozulur. Dimer, birbiriyle birlesmis iki ¢izgi olarak gosterilmistir (Freifelder
1987).

Tek zincir kiriklari: Farkli radyasyon tipleri farkli hasarlara sebep olurlar.
Iyonize edici radyasyon (Ornek: Gamma ve X-1sinlarr) da, UV 1sinlar1 gibi dogrudan
DNA'y1 etkileyebilirler fakat UV 1sinlarina goére oldukca yliksek enerjilidirler.
Bununla birlikte yaptiklari hasarlarin ¢ogunu, 6zellikle DNA'nin etrafindaki suyu
iyonize ederek yaparlar. Olusan bu bilesikler, serbest radikallerdir ve eslesmemis
elektronlu kimyasal bilesiklerdir. Serbest radikaller, 6zellikle oksijen iceren serbest
radikaller (Ornegin 'OH), oldukca reaktiftirler ve cevrelerindeki molekiillere
saldirirlar. DNA'ya saldirdiklarinda, tek ve/veya cift zincir kiriklar1 yaparlar. Cift
zincir kiriklari tek bir anda meydana gelebilir. X-1smlari, dogal kozmik 1sinlari,
elektron 1simalari, gama 1sinlar1 ve radyoterapide kullanilan cesitli tip radyasyon
1s1malart gibi oldukga yiliksek iyonize giice sahip radyasyona maruz kalmak bunu

meydana getirebilir.
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Tek zincir kiriklart kolayca tamir edilirler fakat ¢ift zincir kiriklarinin tamiri
zordur. Cift zincir kiriklarin tam karsilikli olmasi gerekmez, birbirlerinden birkag baz
uzakta fakat zit zincirlerde olmasi kromozomlarin kopmasia dolayist ile
mutasyonlara sebep olurlar. (Sekil 2.18). Enerjitik radyasyon durumunda, kirik
baglara yakin bazlar da genellikle kirilirlar. Radyasyondan baska cesitli ajanlar da
fosfodiester bagini kirabilirler. En yaygin kimyasallar arasinda peroksidazlar,
siilfidril tastyan bilesikler (Ornegin, sistein) Fe** ve Cu** gibi metal iyonlari vardir.

Hiicrelerde bulunan DNaz'larda, muhtemelen sik sik fosfodiester kesikleri de yapar.

x radyasyonu__ %/

LT —=

4 A

Cift zincir
king

[

+

minim

Sekil 2.18 Tek Zincir Kiriklarinin Birleserek Cift Zincirin Kirllmasina Sebep Oluslart. Cift zinciri
kiran tek zincir kiriklar1 koyu uglu oklarla gosterilmistir (Freifelder 1987).

Capraz baglanma (Kros-linking): Bazi antibiyotik (6rnegin, mitomisin C)
ve nitrit iyonu gibi bazi reaktifler ¢ift zincir DNA'min karsilikli bazlar1 arasinda
kovalent kdopriiler olusturabilir. Bu durum, DNA replikasyonu sirasinda zincirlerin
birbirinden ayrilmasina engel olur ve sarmalin yapisinin yer yer bozulmasina sebep
olur. Tanimlanan her bir bozukluk, varolan bir¢ok tamir mekanizmasindan biri
tarafindan diizeltilebilir. DNA'nin tamir edildigi ilk 6nce bakterilerde gbzlenmis ve
ilk defa, en iyi sekilde bakterilerde arastirilmigtir. Fakat tamir isi evrenseldir, bugiin
okaryotik mikroorganizmalar ve memeli hiicrelerinde de tamiratin var oldugu

bilinmektedir.
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2.4.2. DNA Cift Zincir Kiriklar1 (CZK)

Normal metabolik aktiviteler veya IR gibi digsal etkiler DNA heliksinin
omurgasinda fosfodiester baglarin1 kirarak DNA ¢ift zincir kiriklar1 (CZK)
olusturmaktadir (Sekil 2.19) (Hallstrom 2007). DNA replikasyonu esnasinda
meydana gelen yanlis eslesmeler ile topoizomeraz -1 ve -II enzim aktivitesinin
basarisizligindan kaynaklanan ¢ift zincir kiriklar1 fizyolojik siiregler esnasinda ortaya
cikabilmektedir. DNA hasar1 ayrica oksidatif solunum veya redoks dongiisii sonucu
iiretilen reaktif oksijen bilesikleri nedeniyle de iiretilmektedir. Reaktif oksijen ve
nitrojen bilesikleri inflamasyon ve enfeksiyon bolgelerinde makrofajlar ve notrofiller
tarafindan da tretilmektedir (Jackson and Bartek 2009). Bu sekilde ortaya ¢ikan
serbest radikallerin seker birimlerine oksidatif saldirisi sonucu tek zincir kiriklari
olusmaktadir (Jackson and Bartek 2009; Polo and Jackson 2011). Bununla birlikte bu
seker lezyonlar1 kimyasal ya da enzimatik bir isleme maruz kaldiginda, DNA-
replikasyon aparat1 tek zincir kirig1 veya diger mevcut lezyonlar ile karsilagtiginda ve
karsit DNA zincirlerinde birbirlerine yakin konumlarda (<12 baz gifti) tek zincir
kirigr meydana geldiginde DNA ¢ift zincir kiriklar1 olusmaktadir (Jackson and
Bartek 2009; Lieber ve ark. 2003; Mladenov and Iliakis 2011).
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Sekil 2.19 Tek Zincir Kiriklarmin Cift Zincir Kiriklarina Déniismesi. Iyonize radyasyon muamelesi
sonucu olusan tek zincir kiriklart hemen ya da hasarli sekerlerin kimyasal olarak islenmesi veya
hasarli bazlarin enzimatik olarak islenmesi sonucu CZK’larina doniisebilir (Mladenov and Iliakis
2011).

Tek zincir kiriklar1 ¢ogu zaman baz-eksizyon (kesilerek cikartilma) tamir
enzimleri ya da DNA replikasyon catali ile etkileserek potansiyel olarak ¢ift zincir
kirigima dontisme egilimi gostermektedirler. Tek zincir kiriklar serbest radikaller ile
dogrudan veya daha yaygin olarak apiirinik bolgelerin ya da sitozin
deaminasyonunun veya diger hasarli bazlarin tamiri sonucu ortaya cikmaktadir.
Ornegin &ncelikli olarak tek zincir kirigi olusturan 4-nitroiquinoline-N-oxide ve
hidrojen peroksit (H,O,) de CZK’1 tiretmektedir (Lieber ve ark. 2003; Ohnishi ve
ark. 2009). DNA ¢ift zincir kiriklarinin aksine DNA tek zincir kiriklar1 insan
hiicrelerinde sik goriilen endojen DNA lezyonlaridir (giinde hiicre bagina 10000
DNA lezyonu). Normal insan hiicrelerinde yaklasik olarak %1 DNA tek zincir
lezyonunun hiicre basina yaklasik olarak 50 endojen CZK’na doniistiiriildigi
hesaplanmistir. Bu miktar 1,5-2,0Gy IR ile iiretilen ekzojen CZK’larinin miktar ile
benzerdir (Ohnishi ve ark. 2009).
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Mayoz esnasinda homolog kromozomlar arast rekombinasyonun
gerceklesmesi icin ve hematopoietik V(D)J rekombinasyonu, apoptotik DNA
fragmentasyonu ile senesens gibi silireglerde programli bir sekilde DNA ¢ift zincir
kiriklart olusturulur (Ohnishi ve ark. 2009). Ayrica telomer boyunun kritik bir
diizeyde kisalmasi da ¢ift zincir kingma yol agmaktadir. Ek olarak S/G2 fazi
hiicrelerinde normal DNA replikasyonu sirasinda CZK’larina veya duran replikasyon

catalina yamt olarak pH2AX®!3

ekspresyonu gerceklesebilir. Dolayisiyla normal
metabolik kosullar altinda olusan spontan DNA hasar1 fizyolojik kosullarda endojen
CZK’larinin iiretim mekanizmasina Onemli derecede katkida bulunmaktadir.
Hiperozmotik stres, hipoksi ve 1s1 soku gibi stresler de pH2AX®!?
fosforilasyonunu uyarmaktadir ancak bu tip streslerin nasil bir mekanizma ile
CZK’larm olusturdugu bilinmemektedir (Ohnishi ve ark. 2009). Egzojen ya da
endojen olarak gerceklesen cift zincir kiriklari arasindaki farklilik kiriklarin
birlestirilmesinden Once hangi faktorlerin gerekli oldugunu etkilemekte; diger bir

deyisle ¢ift zincir kiriginin nasil ve hangi durumda olustugu onarim i¢in kullanilacak

olan mekanizmay1 belirlemektedir (O'Driscoll and Jeggo 2006).

CZK’ler hiicre oliimii ya da delesyon, heterozigosite kaybi, translokasyon ve
kromozom kayiplart gibi ¢esitli genetik degisiklikler ile sonuglanan kritik
lezyonlardir (Khanna and Jackson 2001; Shrivastav ve ark. 2008). CZK’leri diger
lezyonlar kadar sik olugsmasada tamir edilmeleri olduk¢a zor olan son derece toksik
lezyonlardir (Jackson and Bartek, 2009). CZK’leri biitiin bir kalip zincirin yoklugu
nedeniyle tamirlerinin zor olmasindan ve DNA molekiiliiniin devamliligim
bozmalarindan dolayr genomik biitiinliigli ve hiicre yasamini tehdit etmektedirler
(Mladenov and Iliakis 2011). CZK’leri DNA replikasyonundan ya da mitozdan 6nce
tamir edilemezlerse hiicre Oliimiine yol agmakta, yanlis tamir edildiklerinde ise
genomik kararsizlia neden olarak tiimorlesmeyi uyarmaktadir (Lees-Miller and

Meek 2003; Shrivastav ve ark. 2008).
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2.4.3. Kronik Inflamasyon Siirecinde ROT Olusumu ve DNA Hasar

Oksidatif stres sonucunda olusan hasarlar, genellikle kronik enflamasyon
kaynaklidir ve bunlar kalitsal olabilecedi gibi sonradan kazanilan viral, bakteriyel,
parasitik enfeksiyonlar veya kimyasal indiiksiyonlar sonucunda da olusabilirler
(Hussain ve ark. 2003; Loft and Poulsen 1996). Kronik inflamasyon siiresince, uzun
bir zaman periyodunda yiiksek ROT (Reaktif oksijen tiirleri) seviyesi DNA hasarini
tetikler. Bu hasar, kanser baglantili genlerdeki nokta mutasyonlar1 ve DNA onarimi,
apoptoz ve hiicre dongilisiinde rol alan esansiyel hiicresel proteinlerdeki
modifikasyonlar seklinde olusabilir. Ayrica bu hasar ve mutasyonlarin, proto-
onkogenler veya timor baskilayici genler iizerinde meydana gelmesi de

karsinojenezi tetikleyebilir (Khandrika ve ark. 2009).

Kanserlesme; baslama, gelisme ve ilerleme olarak tanimlanmig 3 temel
basamagi iceren bir silrectir. Oksidatif stres, bu 3 basamagin timii ile
etkilesmektedir. ROT, kanserlesmenin baslama basamaginda, DNA iizerinde gen
mutasyonlar1 ve yapisal degisiklikler yaratarak DNA hasar1 olusturabilir. Geligme
basamaginda ise, anormal gen ekspresyonu, hiicre-hiicre iletisiminin blokaji ve
ikinci-mesajc1  sistemlerin  modifikasyonuna katkida bulunabilmektedir. Bu
degisimler, baslangigtaki hiicre populasyonunun proliferasyonunda artis ya da
apoptoz oraninda azalmaya neden olur. Son olarak, oksidatif stres, kanserin ilerleme
basamagina da daha fazla DNA hasar1 olusturarak genetik kararsizligin artisi ile

kanserlesme siirecine katkida bulunur (Guyton and Kensler 1993).

Son yillarda yapilan arastirmalarda, ROT un kronik inflamasyon ve kanser
arasindaki baglantiyr olusturdugunu gosteren bir¢ok c¢alisma yapilmistir. Timor
promotorlerinin 6nemli bir karakteristik 6zelligi, inflamatuar hiicrelerin toplanmasin
ve ROT iiretmelerini uyarma yetenegidir. Bazi 6n denemelerde, ROT un tiimor
baslangicindaki roliine iliskin ¢ikarimlar, DNA hasar1 yaratan bir ajan oldugu ve
mutasyon oranini artirarak onkojenik transformasyona neden oldugu yoniindeydi.
Ancak, yeni ¢alismalarda, genomik instabiliteyi indiiklemesine ek olarak, ROT un
baz1 0zgilil sinyal yolaklarim1 da aktive edebildigi ve bu sekilde hiicresel

proliferasyonu, anjiyojenezi ve metastazi regiile ederek tiimor gelisimine katkida
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bulundugu ortaya ¢ikarilmistir (Finkel 2003; Reuter ve ark. 2010).

ROT’un tiimorijenik 6zelliginin, hiicre proliferasyonu ve migrasyonu artirma
yeteneginden kaynaklandigr bildirilmistir. ROT, DNA hasar1 olusturarak
timorlesmeyi baslatan ve ilerleten genetik lezyonlara neden olmaktadir. Diger
yandan, hiicresel yaglanma ve hiicre Olimiini de indiikleyebildiginden
antitlimorijenik olarak da fonksiyon gosterebilmektedir. Ancak ROT un hangi yonde
fonksiyon gosterecegi hiicre ve doku tipine, ROT iiretimini olusturdugu yere ve

konsantrasyonuna baglidir (Reuter ve ark. 2010).

ROT iiretimi karsisinda dogru hiicresel yanit, daha fazla oksidatif hasar
olusmasinin engellenmesi ve hiicre canliliginin devami agisindan kritiktir. Ancak,
cok fazla hiicresel hasar olustugunda, etrafindaki hiicrelerin yarari i¢in o hiicrenin
ortadan kaldirilmasi, ¢ok hiicreli bir canlinin avantajinadir. Bu nedenle, ROT
oksidatif stresin siddetine bagli olarak apoptotik ya da nekrotik 6liimii tetikleyebilir
(Finkel 2003).

Sitokinler ve biiylime faktorleri, kendi sinyal yolaklarinin aktivasyonuyla,
ikinci mesajcilar olarak ROT iiretirler ve bunu o bdlgedeki NADPH oksidazlar
aktive ederek gergeklestirirler (Ushio-Fukai 2009). Bununla birlikte, ROT, 6zellikle
TNFa sinyal yolagi olmak iizere bir¢ok sinyal iletim yolaginda rol oynamaktadir.
Ayrica DNA hasarina neden olarak p53 yolagmin iist ve alt basamaklarini da

etkileyebilir (Liu ve ark. 2008).

ROT, apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiinde de rol oynamaktadir. Genellikle,
diisiik diizeydeki oksidatif stress apoptozu uyarirken, yiiksek konsantrasyondaki
ROT mitokondri depolarizasyonuna bagli ATP iiretimini azaltarak ATP bagimli
kaspaz aktivasyonunun baskilanmasi yolu ile nekrotik hiicre Oliimiine neden
olmaktadir (Takeda ve ark. 1999; Teramoto ve ark. 1999; Saito ve ark. 2006). TNFa
tarafindan indiiklenmis ROT un bazi molekiiler hedefleri tanimlanmistir. Bunlar,
oksidatif stres varliginda artan p53 aktivasyonu, PI3K yolagi ve p85°tir (Liu ve ark.
2008). Ancak bu yolaklarin TNF- ROT hiicre 6liim yolaklar: iizerinde 6nemli bir
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etkisinin olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir (Morgan ve ark. 2008).

ROT ve RNT’un (reaktif nitrojen tiirleri) anti-timorijenik etki gosterdigi
durumlar da ¢esitli caligmalarda gosterilmistir. Belirli hiicresel kosullarda, ROT ve
RNT, anti-timdrijenik bir sonug¢ olan epitel hiicre yaslanmasina neden olmaktadir.
p38 iizerinden, hiicre proliferasyonu ve timdrlesmeyi azaltir, apoptosis signal
regulating kinase-1’1 aktive ederek de apoptozu artirir (Sekil 2.20) (Schetter ve ark.
2010).

INFLAMMATION
ROS ' ~ RNS
'OH 02 - NO* ONOO- N,O,
(Mydroxyl (Superoxide) (Nitric Oxide) [Peroxynitrite)(Nitrous Anhydride)

Radical)
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/" Nitrosamines/Deamination '\‘_""“2";‘.]“"’"""'5 ) Cascade
B--ox0-dG ll ‘
B-nit i {4-hydroxynonenal) x
Ethenc Adducts | Eicosanoids
M1G Adduct ¥
S-nitrosothiol Cell
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Sekil 2.20 Kronik Inflamasyon Siirecinde ROT ve RNT Olusumu. Reaktif tiirler, kanser- iliskili
genlerde nokta mutasyonlar1 olusumu gibi DNA hasarlarina, DNA onarimi, apoptoz ve hiicre
dongiisiinde yer alan hayati hiicresel proteinlerde modifikasyonlara neden olabilir. MDA:
Malondialdehit, 4-HNE: 4- hidroksinonenal (Hussain and Harris 2007).

2.4.4. DNA Hasar Yanit Mekanizmasi

DNA hasarina karsi olusan hiicresel yanit kanser biyolojisindeki en dnemli
alanlardan birisidir (Kastan and Bartek 2004). CZK’larinin genom kararlilig1 tizerine
minimal etki olusturacak sekilde tamir edilmelerini saglayabilmek i¢in hiicreler
kompleks bir DNA hasar1 yanit1 baslatirlar (Ohnishi ve ark. 2009). DNA hasar1 yanit
yolaklari, hiicreyi DNA hasarinin varligi ile uyaran ve uygun yanitlari organize eden

sinyal iletimi ve DNA onarim mekanizmalarin1 kapsamaktadir.
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CZK’1 ile aktive edilen sinyal iletim siirecleri ATM ve ATR gibi
fosfotidilinozitol-3 kinaz iligkili kinazlara (PIKKs) baglidir (O'Driscoll and Jeggo
2006). CZK’1 tamir yolaklar1 ise temel olarak homolog olmayan ug¢ birlestirme
(NHEJ) ve homolog rekombinasyonu (HR) i¢ermektedir (Jackson and Bartek 2009;
ODiriscoll and Jeggo 2006). NHEJ ve HR yolaklart ATR ya da ATM-bagimli bir
sekilde diizenlenmektedir (O'Driscoll and Jeggo 2006).

DNA cift zincir kirik tamirinde rol alan HR yolaginin oncelikli fonksiyonu
replikasyon catalindaki kiriklar1 onarmak iken NHEJ yolagi ise DNA’nin herhangi
bir yerindeki ¢ift zincir kirigin1 onarabilmektedir. HR tamiri dncelikli olarak kardes
kromatidlerin uygun oldugu ge¢ S ve G2 fazinda gerceklesmektedir (Jeggo and
Lobrich 2006; Shrivastav ve ark. 2008; Valerie and Povirk 2003). HR ile iliskili olan
bircok protein gereklidir c¢linkii replikasyonun bir¢ok dongiisiinde replikasyon
catalinin salinimi gerceklesmektedir. NHEJ ise hiicre dongiisii boyunca fonksiyon
gostermekte ve Ozellikle G1 ve erken S fazinda kiriklari birlestirmede baskin
olmaktadir (Langerak and Russell 2011; Shrivastav ve ark. 2008; Valerie and Povirk
2003). NHEJ ayrica V(D)J rekombinasyonu esnasinda gergeklesen kiriklari
birlestirmede de rol almaktadir (O'Driscoll and Jeggo 2006). Hiicrelerin hangi tamir
yolagim1 sececeginde ise tamir kaliplarinin uygunlugu, hiicre dongiisiiniin fazi,
proliferasyon hizi ve 0zgiil hiicre tiplerinin fonksiyonlar1 6nemli olmaktadir

(Shrivastav ve ark. 2008).

Bircok CZK tamir proteini yalnmizca NHEJ ya da HR yolaginda rol
oynuyormus gibi goziikse de MRN kompleksi, BRCA1, H2AX, PARP-1, RADIS,
DNA-PKcs ve ATM proteinleri her iki yolagi da etkilemektedir. DNA-PKcs temel
olarak memeli NHEJ yolaginda rol oynamaktadir ancak ayn1 zamanda ATM proteini
ile karsilikli etkilesimi ve DNA-PKcs veya ATM tarafindan fosforillenen HR’da
gorev alan en az 12 proteinin regiilasyonu gibi kompleks bir regiilasyon
mekanizmasiyla HR yolagini1 da etkilemektedir. HR ile NHEJ faktorleri bagimsiz
olarak kirik bolgesine yerlesmekte ve NHEJ faktorleri HR faktorlerinden daha hizh
bir araya gelmektedir (Kim ve ark. 2005; Shrivastav ve ark. 2008). NHEJ faktorleri

saniyeler i¢inde kirik bolgesine yerlesip genelde 2 saat sonunda ayrilmakta iken HR
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faktorleri kirik bolgesine daha ge¢ yerlesip daha uzun siire kalmaktadir (Polo and
Jackson 2011). Bununla birlikte HR faktorleri tamir edilmemis lezyonlarda devamli
olarak bulunmakta iken NHEJ faktorlerinin hasar bolgesine yerlesmeleri gegici

olmaktadir (Kim ve ark. 2005).

2.4.4.1. Sinyal letimi

Sinyal iletim yolag1 hasar1 algilama araci ve sinyali ileten proteinleri ve hiicre
dongiistiniin durdurulmasi veya apoptozis gibi belirli bir yaniti olusturan efektor
proteinleri icermektedir. Hasar1 algilama proteinleri (sensorler) dogrudan ya da
dolayli olarak DNA hasarini tanimakta ve genetik anormalligin varligini isaret etmek
ve biyokimyasal kontrol noktast kaskadin1 baslatmak i¢in fonksiyon gdstermektedir.
Sinyali ileten proteinler (transdiiserler) genellikle hedef proteinleri fosforilleyerek
sensorlerden gelen hasar sinyalini ¢ogaltan protein kinazlardir. Efektor proteinler ise
temel olarak sinyali ileten kinazlarin hedef proteinleridir. DNA hasar1 sonucu efektor
proteinlerindeki modifikasyonlar hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA tamiri,
apoptoz veya senesens gibi belirli bir hiicresel yanitin olusumuna yol acarak genomik
biitiinliigli saglamaktadir (Hallstrom 2007; O'Driscoll and Jeggo 2006). DNA hasar1
aracilart (mediyatorler) olarak bilinen diger protein grubu ise kavramsal olarak
sensOr ve transdiiserler arasinda yer almaktadir ve hasar sinyalini ¢ogaltmanin yani
sira hasarin taninmasinda modiilatdr (ayarlayici) proteinler olarak fonksiyon

gostermektedir (Blanpain ve ark. 2011; Hallstrom 2007).
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Sekil 2.21 DNA Hasar1 Yanitinda Rol Oynayan Proteinler (Blanpain ve ark. 2011)

2.4.4.2. ATM Aktivasyonu ve Yaniti

DNA hasar1 sinyalinde rol oynayan memeli PIKK kinazlart ATM, ATR,
ATX/SMG-1 ve DNA-PKcs’ni i¢cermektedir (Ohnishi ve ark. 2009; Valerie and
Povirk 2003). Bu fonksiyonel olarak benzer ve oldukga biiyiik olan proteinler (350-
450kDa) glutaminden sonra serin ve treonin artiklarindan bir¢ok substrati
fosforillemektedir (Czornak ve ark. 2008; Valerie and Povirk 2003). Genis caph
yapilan proteomik ¢aligmalarinda DNA hasarina yanit olarak fosforillenen 700’den
fazla protein tanimlanmistir (Czornak ve ark. 2008; Huen and Chen 2008). Bu
kinazlar DNA hasar1 i¢in genomu izleyen ve hasar sinyalini diger proteinlere ileterek
hiicresel yanitlar1 koordine eden biiylik protein kompleksleri igerisinde yer

almaktadirlar (Tanaka ve ark. 2006; Valerie and Povirk 2003).
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ATM ve DNA-PKcs DNA cift zincir kiriklarina karst olusturulan yanitta major role
sahip iken, ATR sinyali ya iyonize radyasyon (IR) tarafindan tetiklenen lezyonlar
replikasyonu bloke ettigi zaman ya da tamir edilemeyen DSB bdlgelerinde niikleaz
kesimi ile tek zincir DNA bolgelerinin olugmasiyla aktif olmaktadir (Hallstrom 2007;
Huen and Chen 2008; Jeggo and Lobrich 2006). Bunun nedeni ATR sinyalinin tek
zincir bolgeleri ile aktive edilmesidir. Bu tek zincir bolgelerini RPA kaplamakta ve
ATR ile ortagi olan ATRIP’ in bir araya gelmesini saglamaktadir. (O’Driscoll ve
Jeggo, 2006). ATM hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA tamiri ve apoptoza neden
olan sinyal kaskatlarin1 baglatarak CZK’larina yanit vermektedir (Hallstrom 2007).
ATM; p53, MDM2, Chk2, Chkl, NBS1, BRCAIl, FANCD2, SMCI1, RADI7,
53BP1, MDCI gibi G1, S faz i¢i ve G2/M kontrol noktalarinda gorev alan birgok
proteini fosforilleyerek fonksiyon gostermektedir (Hallstrom 2007; Kim ve ark.
2005; Tanaka ve ark. 2006).

i |

ATM dimer —> ATM monomer ATR/ATRIP <«<—— ATR/ATRIP
(ssDNA igin  RPA
baglanma)
MDC1
53Bpl Subtrat ve ATM
MRN tekrar lokalize olma Klaspin
BRCAIl RSR,RAD17
9-1-1
komplcks

l

Hiicre dongiisiiniin duraksamasi

Sekil 2.22 DNA Hasar1 veya Replikasyon Catalina Karsi Olusan Yanitlarin, Hiicrenin Kaderi,
Genomik Kararsizlik ve Kanser Gelisiminin Genel Semasi. Replikasyon catalinin durmasi, hiicresel
ATR aktivitesinin baglamasin1 uyarmaktadir. DNA hasari, dogrudan ATM’yi aktive eder ve
replikasyon ¢atalinin durmasina neden olur. Boylece hiicresel ATR kinazlar1 aktive de etmektedir.
Aktif ATM ve ATR kinazlarin diger protein ve substratlar ile kombinasyonlar1 hiicrenin disinda
saptanmalarina yardimci olmaktadir. Eger genomik kararsizlik da meydana gelirse bu durum hiicresel
transformasyona katkida bulunabilir (Kastan and Bartek 2004).
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ATM hasarsiz hiicrelerde inaktif dimer olarak bulunmaktadir (Czornak ve
ark. 2008; Hallstrom 2007). Inaktif konformasyonda ATM’nin kinaz bolgesi diger
ATM molekiiliniin  FAT (FRAP/ATM/TRRAP) bolgesi tarafindan bloke
edilmektedir. Hiicrelerin IR’a maruz kalmalar1 hizli bir sekilde FAT bolgesi iginde
lokalize olan ser1981°den molekiil i¢i otofosforilasyonu tetiklemekte ve inaktif ATM
dimerlerinin ayrilarak enzimatik olarak aktif monomerlere doniismesi sonucunda
ATM aktivasyonuna neden olmaktadir (Hallstrom 2007). ATM aktivasyonu iyonize
radyasyondan sonra dakikalar icerisinde gergeklesmektedir. ATM aktivasyonu i¢in
kesin bir mekanizma hala tam olarak bilinmemekte olup fonksiyonel MRN

kompleksinin ATM aktivasyonunda rol oynadig: diisiiniilmektedir (Hallstrom 2007).

(A) ATM kinase

[ATR related region | [_FAT T PIKK [ FATC ]

Sekil 2.23 ATM Kinaz Proteininin Sematik Goriiniimii. a. ATM kinaz N-terminal ATR-iliskili
bolgeyi ve FAT (sol) ile FATC (sag) bolgeleri ile kusatilmig C-terminal PIKK kinaz bdlgesini
igermektedir (Czornak ve ark. 2008).

DNA hasarmna etkili bir yanit baslangic ATM aktivasyonunu ve ATM’nin
substratlarmin bulundugu bolgeye hareketini gerektirmektedir. Lee ve Paul MRN
kompleksinin saflastirilmis ATM dimeri i¢in CZK sensorii olarak rol oynadigini ve
in vitro’da ATM’y1 kirikk DNA bolgelerine yerlestirdigini gostermiglerdir. Dahasi
Falck ve arkadaglarit NBS1’in C-terminalinin ATM’ye baglanmasinin aktif ATM nin
CZK bolgesine yerlesmesi igin gerekli oldugunu gostermislerdir (Hallstrom 2007).
MRN kompleksi ATM’ nin kirik bolgesinde alikonma zamanini artirarak ATM’nin
substratlarini fosforilleme yetenegini kolaylastirmaktadir (Jeggo and Lobrich 2006).
BRCAT1’in de ATM’nin kirik bolgelerine lokalize olmasi ile iliskili oldugu rapor
edilmistir (Hallstrom 2007).

Aktif ATM hiicre dongiisiinde, apoptoz ve tamirde rol oynayan birgok
substrat1 fosforilleyerek DNA hasarmma yanit vermektedir. MRN kompleksinin
tiyeleri, histon H2AX ve RADI17 gibi ¢ift zincir kiriklarinin taninmasi ile iligkili
proteinler ATM ile fosforillenen hedeflerdendir. CHEK1 ve CHEK2 kinazlarinin
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ATM tarafindan fosforillenmeleri bu kinazlarin DNA tamir yolaklarinin kavsaginda
ve hiicre dongiisii yolaklarinda yer almalarina yol agmaktadir (Tanaka ve ark. 2006).
ATM hiicre dongisiiniin durmasmi {i¢ kritik noktada diizenlemektedir. GI1-S
noktasinda duraklama replikasyondan 6énce DNA hasar1 onarimi i¢in uzun bir zaman
saglamaktadir. ATM bagimli G1-S duraklamasi TP53 ve CHEK2’ye baglidir ve
siklin-bagimli kinaz inhibitdrii p21’in aktivasyonunu gerektirmektedir. Bunun
disinda S-fazi kontrol noktas1 ve G2-M noktas1 ATM tarafindan regiile edilmektedir
(Driscoll ve Jeggo 2006).

- hiediators ﬁ\\n‘?sﬁp\/} \‘V’/-\:\-\
Chaspin "

)

i — Cellcycle impact —1

Sekil 2.24 DNA Hasarina (Cift Zincir Kiriklarina) Kargt Olusturulan Yanit Sirasinda Uyarilan Hiicre
Dongiisii Kontrol Noktas1 Yolaklart. Tiimdor baskilayicilar kirmizi renkte ve proto-onkogenler yesil
renkte gosterilmistir. ATM ve ATR kontrol noktasi kinazlari, agin bir¢ok bilesenini, hem dogrudan
(kirmiz1 “P”) hem de doniistiiriicii kinazlar CHK2 ve CHKI1 (siyah “P”) yoluyla fosforlamaktadir.
BRCAI1 proteini, DNA onarimina ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasina katkida bulunurken, p53
kontrol genleri hiicre 6liimii ve DNA onarim mekanizmalarinda gorev yapmaktadir. Hiicre dongiistii
fazinin ve kusatma siiresinin p53 aracilikli oldugu saptanmistir. ATM/ATR ve CHK2/CHKI
tarafindan diizenlenen global kontrol noktast agi, hiicresel yanitlarini, DNA onarimi, transkripsiyon,
kromatin sekillenmesi ve hiicre oliimiinii igeren hiicre dongiisiiniin ilerlemesinden daha fazla
etkilemektedir (Kastan and Bartek 2004).
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ATM ve ATR bagiml sinyal yolaklarinda 6nemli bir adim ATM ya da DNA-
bagimli protein kinaz tarafindan gergeklestirilen H2AX fosforilasyonudur. y-H2AX
odagmin olusumu TP53BP1, MDC1, BRCA1l ve MRN kompleksi gibi araci

proteinlerin kirik bolgesinde kalmasi i¢in gereklidir.

2.4.4.3. H2AX Fosforilasyonu

DNA tamiri, kromatin yapist icerisinde meydana gelmek zorundadir.
Kromatinin en temel birimi ise DNA’nin etrafinda sarildigi dort c¢ekirdek
histonundan her birinin iki kopyasindan olusan niikleozomdur. Niikleozom yapisini
meydana getiren dort ¢ekirdek histonu H2A, H2B, H3 ve H4’tiir. Bu proteinlerden
her biri niikleozom ¢ekirdek yapist i¢in merkezi olan bir histon katlanma domaini

igerirler (Foster ve Downs 2005).

DNA replikasyonu ve tamiri gibi olaylar1 kolaylastirmak i¢in kromatin
yapisinin ve kompozisyonunun degistirildigi bircok mekanizma vardir. Bu
mekanizmalar histon proteinlerinin kovalent modifikasyonunu, ATP’ ye bagimlh
kromatinin yeniden diizenlenmesi ve histon varyantlarinin kromatin i¢ine ve disina
karsilikli degisimini i¢ermektedir. Histonlar post-translasyonel modifikasyonlar ile
giiclii bir sekilde degistirilmektedir ve bilinen modifikasyonlar lizin amino asitlerinin
asetilasyonu ve ubikitinasyonu, lizin ve arginin amino asitlerinin metilasyonu ve
serin ile treonin amino asit bolgelerinin fosforilasyonunu igermektedir. Bu
modifikasyonlar histonlarin yiikiinii degistirebilir ve DNA ile yogunlasma
yeteneklerini etkileyebilir ya da kromatin-iliskili proteinler i¢in baglanma yiizeyleri

yaratabilmektedirler (Foster ve Downs 2005).

Histon H2A varyantt H2AX, kromatinin ana bilesenlerindendir ve yiiksek
organizmalarda toplam hiicresel H2A’nin yaklasik % 2-25’ini temsil etmektedir
(Hallstrom, 2007). Biitiin histon ¢ekirdekleri NH2- ve COOH-terminal motifleri
igcermekte ve post-transkripsiyonel modifikasyonlara bu bolgelerden ugramaktadirlar.
Histon H2AX’in C-terminal kuyrugundaki serin 139 amino asidinden (SQE

motifinden) fosforilasyonu ise memeli hiicrelerinde ¢ift zincir kiriklarina karsi
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olusturulan en erken yanitlardan birisidir (Mukherjee ve ark. 2006). Iyonize
radyasyon ya dogrudan enerji yogunlasmasi ile ya da dolayli yoldan reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu araciligiyla CZK’larini olusturmaktadir (Lieber ve ark., 2003;
O'Driscoll and Jeggo 2006; Shrivastav ve ark. 2008). Fosforilasyon, y-radyasyon ile
olusan DNA hasarindan sonra dakikalar i¢inde (~1-3dk) gerceklesmektedir ve
fosforillenen H2AX molekiilleri pH2AX®*"* olarak adlandirilmaktadir (Bristow ve
ark. 2007; Foster and Downs 2005; Huang ve ark. 2005). Her bir CZK’1 yaklasik
2000 pH2AX ") molekiiliiniin fosforillenmesine neden olmakta ve buda 2Mbp’lik
bir bolgeye yani kromatinin % 0.03’liik kismina karsilik gelen bir modifikasyon ile

sonuclanarak tamir sinyalini ¢ogaltmaktadir (Rossetto ve ark. 2010).

pH2AX®") odaklar1 sadece IR’a maruz kalindiktan sonra degil aymi
zamanda serbest radikal iiretimi ile etki eden bleomisin ve tirapazamin,
topoizomeraz-1I aracilikli DNA ligasyonunu 6nleyen doksorubisin ve etoposit gibi
klasik CZK’larin1 uyaran ajanlara maruz kalindiginda da goriilmektedir. Diisiik
pH’da topoizomeraz-II aracilikli DNA ligasyonunu énleyerek pH2AX®*""*? odaklari
olusturmaktadir. N-metil-N-nitro-N-nitrozoguanidin ve adozelesin gibi mono-
fonksiyonel alkilleyici ajanlar ile tretilen DNA lezyonlart da CZK’larma ve
pH2AX ) odak olusumuna yol agmaktadir. Bunlarm disinda dogrudan yiiksek
oranda CZK’1 olusturan kalikeamisin-y1 antibiyotigi etkili bir sekilde pH2AX®!?”
odak olusumunu uyarmaktadir. Sisplatin ve Aktinomisin D gibi DNA c¢apraz

baglayici ajanlarma maruz kalinmasi da CZK’1 ve pH2AX®"® odak olusumu ile

sonuclanmaktadir (Ohnishi ve ark. 2009).

DNA topoizomeraz-I ve -II inhibitorleri (kamptotesin, etoposit gibi) anti-
timor ilaglar olarak yaygin sekilde kullanilmaktadirlar. Bunlar DNA’ya baglanip
topo-I ya da topo-II ile DNA arasindaki kovalent baglarla olugan kompleksleri kararli
duruma getirerek aktivite gostermektedirler (Huang ve ark. 2005; Tanaka ve ark.
2006). UVC, UVB, hidroksiiire, afidikolin, adozelesin, metil mesilat ve hekzavalent
kromiyum (Cr(VI)) yoluyla uyarilan replikasyon stresine yanit olarak H2AX

x(Ser139)

molekiilleri fosforillenmektedir. Bu kosullar altinda pH2A odak olusumlari

sadece S faz1 hiicrelerinde (aktif replikasyon catalin1 iceren hiicreler)
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gerceklesmektedir. Alkil eklentileri, pirimidin dimerleri ve c¢apraz baglar gibi
replikasyonu bloke edici bir lezyon ile karsilasildigi zaman DNA polimeraz bloke
olan bolgede durmaktadir (Ohnishi ve ark. 2009; Shrivastav ve ark. 2008). Bu durum
0zgiil bir endoniikleaz tarafindan tanman Y-sekilli DNA yapisinin olusumu ile
sonuglanmakta ve ardindan endoniikleaz kalip zincirde bir ¢entik meydana getirerek

lezyonun yakininda CZK’nin olusumuna yol agmaktadir (Ohnishi ve ark. 2009).
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Sekil 2.25 Cesitli Ajanlarin DNA Kirigi Yaratmast ve Buna Karsi Olusan pH2AX(Ser139)
Fosforilasyonu (Takahashi and Ohnishi 2005).

IR yada genotoksik ajanlar araciligryla DNA c¢ift zincir kriklarinin
uyarilmasindan sonra kromatinde pH2AX®""*® varlig1 6zgiil antikorlar yoluyla ayri
ayr niikleer odaklar seklinde belirlenebilmektedir (Huang ve ark. 2005; Jeggo and
Lobrich 2006). Her bir odak tek bir DNA c¢ift zincir kiriginmi temsil ettigi igin
odaklarin siklig1 ¢ift zincir kirig1 miktar1 veya diger bir deyisle DNA hasar1 miktari
ile orantili olmaktadir (Huang ve ark. 2005). Aymi zamanda pH2AX®!
odaklarinin kaybedilme hizi DNA onarimi hizi ile baglantilidir (Jeggo and Lobrich
2006). pH2AX®  odaklart ekzojen ya da endojen kaynaklar yoluyla

olusabilmektedir. Endojen kaynaklar sonucu olusan H2AX fosforilasyonunu temsil

58



eden pH2AX®"*) odaklar1 ekzojen kaynaklarla olusanlara gére genellikle daha
kiigiik boyutta ve bulanik olmaktadir (Czornak ve ark. 2008; Huang ve ark. 2005).

H2AX fosforilasyonu, DNA hasar1 kontrol noktasi aktivasyonunda anahtar
bir rol oynamakta olup; defosforilasyonu hiicre dongiisiiniin devam etmesine olanak
saglamak i¢in kontrol noktasi sinyalinin azalmasi bakimindan 6énemlidir (Shrivastav
ve ark. 2008). PIKK ailesi iiyelerinden ATM, ATR ve DNA-PK’in DNA hasarina
yanit olarak bu motifin fosforilasyonundan sorumlu olduklar1 gosterilmistir (Foster
and Downs 2005; Lobrich ve ark. 2010). pH2AX®"* fosforilasyonu kararli bir
odak olusumu i¢in diger bir deyisle RAD50, RADS1, TP53BP1, MDC1, BRCAI ve
MRN kompleksi gibi aract proteinlerin ve kromatin yeniden diizenlenme
komplekslerinin bir araya gelmesi ve kirik bolgesinde alikonmalari i¢in gereklidir
(Jeggo and Lobrich 2006; O'Driscoll and Jeggo 2006). pH2AX®"** yoklugunda
NBS1, BRCAl, MDCI ve 53BPl gibi proteinler kirik bolgelerine
yerlesememektedir (Dinant ve ark. 2008). Genomik biitiinliigiin korunmasinda
H2AX’in kesin fonksiyonu net bir sekilde tanimlanamamistir ancak pH2AX 5" in
kirikk DNA uglarini tantyarak baglanan ve DNA tamirini uyaran DNA hasar1 yaniti
proteinleri i¢in bir yerlesim bolgesi sagladig: diisiiniilmektedir (Hallstrom 2007).

Tiim bu bilgiler 151831nda DNA hasar1 sonucu niikleer odak olusumu i¢in bir
model olusturuldugunda, ilk olarak DNA ¢ift zincir kiriklart MRN kompleksi
tarafindan taninmaktadir. Bu proteinlerin kirik bélgesine ilk yerlesimi ATM, H2AX
ve MDCl’den bagimsiz olmaktadir. NBS1 ise aktif ATM’nin kirik bdlgesine
yerlesmesini saglamaktadir. Kirik bolgesinde histon H2AX, NBSI ile aralarinda
koprii gorevi goren MDC1’e baglandiktan sonra ATM tarafindan saniyeler igerisinde
fosforillenmektedir. Dolayisiyla MDCI1 diger DNA hasar1 yanit proteinlerinin
birikebilecegi bir alan saglamak i¢in mediyator protein olarak rol oynamaktadir.
ATM ile MRN/MDCI1 arasindaki etkilesim ilave ATM molekiillerinin kirik
bolgesine yerlesmesini artirmaktadir ve boylece daha etkili bir H2AX
fosforilasyonunu tetikleyerek ilk c¢ift zincir kirik bdlgesinin daha uzaklara
yayilmasim ve goriiniir pH2AX®"* odaklarmin olusumunu saglamaktadir. Bu

modelde MDCI1 hasar sinyalini ¢gogaltan bir molekiil olarak fonksiyon gostermekte,

59



pH2AX®3? jle birlikte 53BP1 ve BRCAI’in devamli olarak kirk bélgesinde
birikmesini kolaylagtirmaktadir. Aktif ATM DNA hasarina 53BP1, BRCA1, MDC1
ve MRN kompleksi gibi kirik bolgesindeki proteinleri ya da p53 gibi bir¢ok substrati
fosforilleyerek yanit vermektedir. Bu protein kiimeleri kirik bolgesinde kompleks bir

etkilesim ag1 ve sinyal yolagi olusturmaktadir (Derheimer and Kastan, 2010;

Hallstrom 2007).

Sekil 2.26 DNA Cift Zincir Kirigi1 Sonucu Niikleer Odak Olusumlari i¢in Bir Model (Derheimer and
Kastan 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Hiicre Dizisi

 BPH-1 Hiicre Hatti (Leibniz Institute, DSMZ, Almanya) (German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures ACC 143)‘den temin
edildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

* Disodyum Pentaborat Dekahidrat-DPB, (Na,0.5B,03.10H,0), BOREN,
Ulusal Bor Enstitiisii

* Borik Asit-BA, BOREN, Ankara, Tiirkiye ( Ulusal Bor Enstitiisii )

* Boroksit-BO, BOREN, Ankara,Tiirkiye ( Ulusal Bor Enstitiisii )

» Tripan mavisi soliisyonu (SIGMA, T-6146)

* Coomassie Brilliant Blue (BIORAD)

+  RPMI-1640 (GIBCO, 52400-025)

*  Tripsin-EDTA (GIBCO 3103382)

* Dimetil siilfoksit (SIGMA D8418)

» Fotal Dana Serum (FBS) (PAA, A15-649)

* L-glutamin (L-glu) (Biochrom AG, K0283)

* Penisilin/ Streptomisin (P/S) (Biochrom AG, A2213)

* Fosfat Tamponu (Phosphate Bufferred Saline / PBS )

* NaCl (SIGMA, S3014)

» KCI (Merck)

* Na2HPO4.2H20 (Merck, K22287176)

+ HCI (SIGMA T5941)

« NaCl (SIGMA S3014)

* Tris.Cl (SIGMA T5941)

+ SDS (SIGMA L4390)
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Sodyum Deoksikolat (SIGMA D6750)

EDTA (SIGMA K5134)

EGTA (SIGMA E3889)

Proteaz inhibitor kokteyli (Roche- 04693159001, Almanya)
Fosfataz inhibitor kokteyli (Roche- 04906837001, Almanya)
NaF 100X (100mM), (Merck- B815549 606, ABD)

NaVO03 100X (200mM) (Fluka- 72060, Almanya)

PMSF 100X (100 mM) (Fluka- 93482, Almanya)
Izopropanol (Merck K35707095 607)

Akrilamid (SIGMA A9099)

N, N- metilenbisakrilamid (SIGMA M2022)

Amonyum persiilfat (APS) (SIGMA, A9164)

TEMED (SIGMA T9281)

Trizma baz (SIGMA, T6066)

APS (SIGMA)

Glisin (Biochemika/FLUKA, 50046)

Brom fenol mavisi (Merck, 1.54971322-525)

Metanol (Merck, K34212908503)

Triton X-100 (SIGMA- T8787, Almanya)
Beta-merkaptoetanol (SIGMA, M3148)

Yagsiz siit tozu (PINAR)

ECL PLUS kiti (GE Healthcare Amersham Western Blot detection
system, RPN2132)

Protein 6l¢iim kiti (Biorad DC Protein Assay)

Bovine Serum Albumin-BSA (USB- 10857, ABD)

EtOH (Merck)

MetOH (Merck)

Developer (S1v1 film banyosu, Hacettepe defikser)

Fikser (S1v1 film banyosu, Hacettepe defikser)

Thiazolyl blue tetrazolium bromide /MTT(SIGMA- ALDRICH , M5655)
Anti-mouse IgG (Invitrogen Molecular Probes, Alexa Fluor 594)
(Invitrogen- A11005, ABD)
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* Anti-rabbit IgG (Invitrogen Molecular Probes Alexa Fluor 488)
(Invitrogen- A11008, ABD)

* 4,6-diamidino-2-phenylindole / DAPI (Sigma- D9564, Almanya)

* B-Aktin antikoru , (Sigma-A5316, Almanya)

o p-H2AX®"antikoru , (Milipore,05-636)

* ATM antikoru , (Milipore , 07-1286)

«  pATM®'"™) antikoru , (Abcam 81292)

* p53 antikoru , (Cell Signaling 9282)

* Phospho-p53®®"> antikoru , (Cell Signaling 9284)

* Cleaved Caspase-9 (Asp330) antikoru , (Cell Signaling 9501)

* Cleaved Caspase-3 (Aspl75) antikoru , (Cell Signaling 9661)

* Cleaved PARP (Asp214) antikoru , (Cell Signaling 9541)

* Anti-rabbit IgG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham NA934)

* Anti-mouse IgG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham NA931)

3.1.3. Malzemeler

1-10, 20-200 ve 100-1000 pl otomatik pipetler (Brand)

* 1.5-2 ml Eppendorf tiipler (Isolab)

* 1-10, 20-200 ve 100-1000 ul mikropipet ucu (VERTEX)

» Steril cam pipetler (ISOLAB)

o 22x22 mm No: 1 lamel (Marienfeld- 0101050)

* Transfer aparati (BIO-RAD 1703989)

* Yiriitme aparati1 (BIO-RAD 1658006FC)

*  Whatman kagitlar1 (Milipore)

* Polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer membrani (Hybond NE1706)
* Pozlamanin gerceklestigi kaset (Amersham Hypercassette RPN 11643)
* Film (LUCKY medikal X-ray film)

* Asetat kagitlari(ALEX)

* Hiicre kaziyic1 (TPP 9903 Cell Scraper)

* Hiicre kiiltiirii plate, 96 kuyucuklu (Sarstedt , Almanya)

* Hiicre kiiltiirii plate, 6 kuyucuklu (Sarstedt , Almanya)
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*  Doku kiiltiirii kab1 100x20mm (Sarstedt , Almanya)
*  Doku kiiltiirii kabt 60x15mm (Sarstedt , Almanya)
* Doku kiiltiiri kab1 35x10mm (Sarstedt , Almanya)
e Doku kiiltiirii Flaski, 25cm? (Sarstedt , Almanya)

«  Doku kiiltiirii Flask1, 75cm? (Sarstedt , Almanya)

» Filtreli steril pipet ucu , 2ml (Costar)

» Filtreli steril pipet ucu , Sml (Costar)

» Filtreli steril pipet ucu , 10ml (Costar)

» Filtreli steril pipet ucu , 25ml (Costar)

» Filtreli steril pipet ucu , 50ml (Costar)

* Kryo tiip Steril, 1 ml (Clearline, Biosigma)

* Pasteur Pipeti steril (FL Medica )

» Santrifiij tiipii steril 15ml (ISOLAB)

» Santrifiij tiipii steril SOml (ISOLAB)

3.1.4. Aygitlar

* Class II gilivenlik kabini (Esco)

*  CO;'l inkiibator (Esco)

* Floresan ekli invorted 151k mikroskobu (Leica DMIL)
* Sogutmali santrifiij (Sigma- B6916)

» Ultrasaf su cihazifELGA PURELAB Q)

* pH metre (METTLER TOLEDO)

*  Manyetik karistirict (M TOPS)

+ ETUV (NUVE)

* Nitrojen tanki ve aktarma {initesi (Chart, MVE, Cleveland)
+  Subanyosu (NUVE BATH)

*  Vakum pompasi(VACUUM PUMP)

* Vortex (Dragonlab MX-S )

* Hassas Terazi (SARTORIUS)

* Sonikatdr (Bandelin Sonopuls UW 2070)

*  Sogutmali santriflij (SIGMA, B6916)
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» Santrifiij (Eppendorf, centrifuge, 5415 D)

* Blok isitict (WEALTEC HB-2)

*  Microplate Reader (Biotek FLx800)

e Hemositometre (Neubauer)

* Calkalayici (Biosan Shaker-Rocker MR-12)

* +4° C buzdolab1 (ARCELIK)

» -20° C derin dondurucu (ARCELIK)

e -86° C derin dondurucu (NEW BRUNSWICK)

3.2. YONTEM

Bu ¢alisma TUBITAK 113S700 nolu ve “Bor ve Tiirevlerinin Benign Prostat
Hiperplazisi (BPH) Uzerine Anti-Proliferatif ve Anti-Enflamatuvar Etki
Mekanizmasinin Arastirilmasi” adli proje tarafindan desteklenmistir. Tiim deneyler
ve caligmalar Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, T1ibbi Biyoloji Anabilim Dalina

ait laboratuvarlarda gergeklestirildi.

3.2.1. Sterilizasyon

Ticari firmalardan saglanan tiim plastik malzemeler steril alindi. Cam
malzemeler ve bazi sivi malzemeler (PBS ve dH,O) 121°C’de 45 dakika
otoklavlandi. Otoklavla steril edilemeyen bazi sivi maddeler 0.22 um por ¢apindaki
mikrobiyolojik filtrelerden siiziilerek steril edildi. Steril hiicre kiiltlirii kabini,
kullanimdan 6nce ultraviyole 1s1k ile steril edildi. Hiicre kiiltiirii kabinine alinacak
malzemeler ise % 70 alkolle silinerek kabin igerisine alindi. Her ay hiicre kiiltiirii

laboratuvarindaki yiizeyler % 70 alkolle silinerek steril ortam yaratildi.
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3.2.2. Tampon ve Solusyonlarin Hazirlanmasi

X/
L X4

Bor ve Tiirevlerinin Hazirlanmasi

Bor tiirevleri Molekiiler agirhklar:
DPB 590.1

BO 69.68

BA 61.832

Tablo 3.1 Bor tiirevlerinin molekiiler agirliklari

100 mM 1 mL DPB i¢in 0.05901 gram,
Bor oksit i¢in 0.0069 gram,
Borik asit i¢in 0.0061 gram tartild1 ve 1 mL dH,O’da ¢ozdiiriildii ve en fazla

1 ay siire ile oda sicakliginda muhafaza edildi.

Fosfat Tamponu (Phosphate Bufferred Saline / PBS)
1.41 g Na,HPO4.H,O

8.0 g NaCl

0.2 g KClI

1 litre dH,O

Yukaridaki kimyasallar tartilip 900 ml dH,O igerisinde ¢oziindiirdiikten sonra
IM HCl ile pH 7.4’e ayarland1 ve dH,O 1 litreye tamamlandi.

121°C*de 45 dakika otoklavlanda.

Oda sicakliginda muhafaza edildi.

0.5 M EDTA

16.81 g EDTA

100 ml dH,O

EDTA 90 ml dH,O igerisinde ¢oziindiirdiikten sonra pH 7.0’a ayarlandi1 ve
dH,O 100 ml ‘ye tamamlanda.

Oda sicakliginda muhafaza edildi.
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% 0.5MEGTA

* 19.02 gEGTA

* 100 ml dH,O

* EGTA 90 ml dH,O igerisinde ¢oziindiirdiikten sonra pH 7.0’a ayarlandi ve
dH,O 100 ml ‘ye tamamlandi.

* QOda sicakliginda muhafaza edildi.

% 1MKCI

+ 74.55 g KCl

* 1 litre dH,O’da ¢ozdiirildii.

* Oda sicakliginda muhafaza edildi.

% 10 M NaOH

* 40 g NaOH

* 100 ml dH,O’da ¢ozdiirtildi.

* Oda sicakliginda muhafaza edildi.

< 5M NaCl
* 2922 g NaCl
e 1 litre dH,O’ da ¢6zdiriildii.

* Oda sicakliginda muhafaza edildi.

% 30 x NaF

* 378 mg NaF (0.9 M NaF)

* 10 ml dH,O’da ¢ozdiiriildii.
* -20°C’de muhafaza edildi.

s Jel bovama soliisyonu (Gel Staining)

* 0.25 g Coomassie Brillant Blue
* 45 ml MeOH

¢ 10 ml asetik asit
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45 ml dH,O
Oda sicakliginda muhafaza edildi.

Ponceau-S membran boyama soliisyonu (Membrane Staining)

0.05 g Panceau-S (% 0.1)

2.5 ml Glasial asetik asit (% 5)
47.5 ml dH,O

Oda sicakliginda muhafaza edildi.

Boya Akitma soliisyonu (Destaining)
50 ml MeOH (% 10)

50 ml Glasial asetik asit (% 10)

400 ml dH,0O

Oda sicakliginda muhafaza edildi.

DAPI (4.6-diamidino-2-phenylindole)
1.0 pg/ml DAPI

1 pg/ml p-phenylenediamin (antifade)
% 30 Glycerol

% 70 PBS

-20°C’de muhafaza edildi.

10X SDS-PAGE JEL Transfer Tamponu

30.0 g Trizma base

144.0 g Glisin

1 litre dH,O’da ¢ozdiiriildii.

Oda sicakliginda muhafaza edildi.

1X SDS-PAGE JEL Transfer Tamponu

100 ml 10X Transfer Buffer
200 ml 100% MeOH
700 ml dH,O
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Veya

* 3.0 g Trizma base

* 14.4 g Glycine

* 800 ml dH,O

* 200 ml MeOH

* Oda sicakliginda muhafaza edildi.

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

e 12.1 g Trizma base

* 80.0 gNaCl

« 1LdHO

* Yukaridaki kimyasallar tartilip 900 ml dH,O igerisinde ¢ozdiirdiikten sonra
IM HCl ile pH 8.0’a ayarlandi ve dH,O ile 1 litreye tamamlandi.

* Oda sicakliginda muhafaza edildi.

< TBS-T(10 mM Tris.HCI, 150 mM NaCl, Tween 20)
* 11X TBS igine
e 9% 0.1 Tween 20 ilave edildi.

% % 30AKkrilamid karisimi
* % 29 (w/v) akrilamid (500 ml i¢in 145 g)
* % 1 (w/v) N,N'-metilen-bisakrilamid (500 ml i¢in 5 g)

» Karigim hazirlandiktan sonra 0.22 um por ¢apindaki filtreden gecirildi.
* Filtreden 20 dak. boyunca hava gegcirildi.
* +4°C' de karanlikta saklandi.

s 10X SDS-PAGE JEL Yiiritme Tamponu

* 30.0 g Trizma base

* 144.0 g Glisin

+ 10.0gSDS

* Hacim dH,O ile 1 L'ye tamamland.
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% 4X On Ayirma Jeli Tamponu
*  0.5M Tris-ClI (pH: 6.8)
* 9% 0.4 SDS

s 4X Avyirma Jeli Tamponu
* 1.5 M Tris-ClI (pH: 8.8)
* 9% 0.4 SDS

< 4X SDS-PAGE JEL Laemli Buffer/Yiiriitme Tamponu
* 40 mM Tris-HCI (pH: 6.8)

« 4mMEDTA

* %4 SDS

* % 20 Gliserol

e 200 ul Brom fenol mavisi (10 ml igin)

* Kullanimdan 6nce % 10 B-Merkaptoetanol eklendi.

< RIPA buffer

* 10 mM Tris-Cl, pH: 8.0

* %0.1SDS

* 9% 1 Triton X-100

* % 0.1 Sodyum Deoksikolat
« 1 mMEDTA

« 1 mMEGTA

* 140 mM NaCl

Kullanimdan 6nce gerekli miktarda proteaz inhibitorii (NaF, Na3;VOs, PMSF ve 7X
PIC) eklenmelidir.
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Ayirma jeli

e 350 ml dH,O

e 100 ml B solution
e 300 ml dH,O

(Separating) 6% 8% 10% 12% 15%
(10 ml)
1) 4x ayirma-jel
2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml
tamponu
2) % 30 akrilamid
2.0 2.7 33 4 5
karisimi
3) H,O 54 4.7 4.1 34 24
4) % 10 APS 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15
5) TEMED 0.008 0.006 0.005 0.005 0.005
Tablo 3.2 Ayirma Jeli bilesenleri
10 ml Sml 2.5 ml
1) 4x 6n ayirma jeli
2.5 ml 1.25 0.625
tamponu
On Ayirma —
2) % 30 akrilamid
(Stacking) 1.7 ml 0.85 0.425
karisimi
Jeli
3) H,0 5.7 ml 2.85 1.425
4) % 10 APS 0.15 ml 0.075 0.038
5) TEMED 0.010 ml 0.005 0.005
Tablo 3.3 On Ayirma Jeli bilesenleri
Developer Soliisyonu Fixer Soliisyonu
e 650 ml dH,O e 600 ml dH,O
2 LITRE SOLUSYON e 1L A solution e 1L A solution

Tablo 3.4 Film soliisyonu bilesenleri
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3.2.3. Hiicre Kiltiirii

Tez ¢alismasinda Benign Prostat Hiperplazisi Hiicre Hatt1 BPH-1 kullanildi.
Hiicrelerin besin gereksinimlerini karsilamak amaciyla ortam olarak RPMI-1640

lizerine,

o Inaktive edilmis (56 °C su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi ve oda
sicakligina gelene kadar bekletildi) % 10 Fotal Sigir Serum (FBS)

o % 1 L-glutamin (L-glu)

o % 1 Penisilin/ Streptomisin (P/S) ilave edilerek ortam kullanima hazir hale

getirildi.

3.2.3.1. Hiicrelerin Uretilmesi

Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum pompasi yardimiyla ortam

uzaklagtirildu.

Hiicre yogunluguna uygun hacimde taze besi ortami hiicreler iizerine ilave
edildi (10 cm’lik kiiltiir kaplar1 i¢in 8 ml ortam) ve 37 °C’de % 5 CO2’li inkiibatore
kaldirildi.

BPH-1 hiicre hattinin iiretilmesi i¢in birer giin araliklarla eski besi ortami
vakum pompasi ile uzaklastirildiktan sonra su banyosunda o6nceden 37 °C‘de
1sitilmis RPMI-1640 ‘den 8 ml yavasga eklendikten sonra, 37 °C’de % 5 CO;’li
inkiibatore kaldirildi.

3.2.3.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi
+ Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum pompasi yardimiyla ortam

uzaklastirildi.
«  Kiiltiir yiizeyi Ca®* ve Mg*" igermeyen steril PBS ile bir kez yikand.
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» PBS uzaklastirildiktan sonra 1 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi ve 37
°C’de % 5 COy’li inkiibatorde 3-4 dakika hiicreler yiizeyden kalkana kadar
bekletildi.

* Hiicre yogunluguna uygun hacimde taze besi ortami hiicreler iizerine ilave
edildi ve hiicreler pipet yardimiyla homojenize edildi.

* Homojenize edilen hiicreler yeni kiiltiir kabindaki ortamin {izerine yavasga

ilave edildi ve biiylimeleri i¢in 37 °C’de % 5 CO;’li inkiibatore kaldirildi.

3.2.3.3. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

3.2.3.3.1. Dondurma Islemi

e Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum pompasi yardimiyla ortam
uzaklastirildi.

e Kiiltiir yiizeyi Ca®" ve Mg** icermeyen steril PBS ile bir kez yikandi.

e PBS uzaklastirildiktan sonra 1 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi ve
37 °C’de % 5 COy’li inkiibatorde 3-4 dakika hiicreler yilizeyden kalkana
kadar bekletildi.

e Hiicreler iizerine 3-4 ml besi ortami eklenerek hiicreler pipetleme ile
homojen hale getirildi.

e 150 rcf’de 5 dk santrifiijlenerek elde edilen hiicre pelleti iizerine % 90
FBS ve % 10 DMSO ilave edildi ve hiicre peleti pipetlenerek homojen
hale getirildi. Daha sonra hiicreler Iml hacimde kriyotiiplere aktarilarak -

86 °C derin dondurucuda ve/veya -196 °C’de s1v1 azot icerisinde saklandi.

3.2.3.3.2. Cozdiirme Islemi
Stoklanmig hiicrelerden arastirma veya iiretim amaciyla yeni Kkiiltlirler

hazirlanabilir. Cozdiirtilecek olan hiicreler -86 °C derin dondurucudan ¢ikarildiktan

hemen sonra 37 °C su banyosunda ¢ozdiiriildii. Ardindan hiicre kiiltiir kabindaki 37
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°C’ye 1sitilmis 8 ml ortamin iizerine dikkatlice ilave edildi ve sekiz haraketi yaparak

hiicrelerin esit dagilmasi saglandi.

3.2.3.4. Hiicre Sayimi

e Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum pompasi yardimiyla kiiltiir
kabindaki ortam uzaklastirildi.

e Kiiltiir yiizeyi Ca®* ve Mg*" igermeyen steril PBS ile bir kez yikandi.

e PBS uzaklagtirildiktan sonra 1 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi ve 37
°C’de % 5 COy’li inkiibatérde 3-4 dakika hiicreler yiizeyden kalkana kadar
bekletildi.

e Hiicreler lizerine 3-4 ml besi ortami eklenerek hiicreler pipetleme ile homojen
hale getirildi.

e 150 rcf’de 5 dk santrifiijlenerek elde edilen hiicre pelleti 1 ml ortamda
homojen hale getirildi.

e Sayim ig¢in hiicre siispansiyonundan 10 pl alinip tripan mavisiyle 100 pl’ye
tamamlandi.

e Karisim pipetle homojenize edildi.

e Hemositometre iizerine bir lamel koyulur ve sayilacak hiicre siispansiyonu bu
ikisi arasina pipetle kenardan verildi.

e Hiicreler goriilen 9 biiylik karede sayild.

Mililitredeki hiicre sayisini (hiicre sayisi/ml) belirlemek i¢in asagidaki

formiilden yararlanildi:

Hiicre sayisi/ml =  Sayilan hiicre miktarix Diliisyon orani (10)x10*
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Sekil 3.1 Hemositometrenin Mikroskop Altinda Goriintiisii

3.2.4. BPH-1 Hiicre Hattinin Ureme Kinetigi Egrisinin Cikartilmasi

e Kiiltiirde bulunan BPH-1 hiicreleri hemositometre ile sayilip 3 tekrar
olacak sekilde kiiltiir kaplarina esit olarak ekildi.

e Her bir kiiltiir kabinda bulunan hiicre miktar1 her giin sayilarak kayit
altina alind1.

e Bu islem araliksiz olarak 16 giin devam ettirildi ve hiicrelerin lireme

miktarlar1 hesaplandi.

3.2.5.Sitotoksisite Analizleri (MTT)

Sitotoksisite analizleri i¢in kolorimetrik bir yontem olan MTT (3- [ 4,5-
dimethylthiazol- 2- yl]- 2,5- diphenyl- tetrazolium bromide ) olusumu 6l¢iildii. Hiicre
cogalmast; steril olarak PBS tamponunda hazirlanan 5 mg/mL MTT stok soliisyonun,
kullanimdan az 6nce 1:10 oraninda iiretme ortami ile diliie edilip, 0.5 mg/ml
oraninda hazirlandi. BPH 1 hiicre hattinda ,Ulusal Bor Arastirma Enstitiisii’nden
temin edilmis olan DPB, BA, BO maddelerinin anti-proliferatif etkileri denendi.
Doz araligi 1 uM -10 pM- 100 uM- 500 pM- 1 mM- 2.5 mM- 5 mM- 7.5 mM olarak
belirlendi. 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma kuyucuk basina 8 x 10 hiicre ekilerek 24,

48 ve 72 saat siireyle madde uygulamasi yapildi. Siireler dolduktan sonra vakum
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pompast ile maddeli ortam uzaklastirilip 5 mg/mL MTT, ortamla 0.5 mg/ml
seyreltildikten sonra kuyucuk basina 200 pL eklendi. 96 kuyucuklu kiiltiir kabindaki
MTT 1siktan etkilenmemesi i¢in aluminyum folyo ile sarilip 37 °C’de % 5 CO’li
inkiibatorde 4 saat bekletildi. Siire dolduktan sonra MTT igeren ortam atilip, olusan
mavi formazan kristallerinin 200 uL % 100 DMSO igerisinde ¢oziilmesi saglandi.
Olusan mavi formazan miktart 570-690 nm referans araliklarinda mikroplaka
okuyucu kullanilarak ol¢iildii. % Hiicre canliligi, madde uygulanan hiicrelerin
absorbansi / kontrol hiicrelerinin absorbansi olarak hesaplandi. Sonuglar Microsoft
Excel (XP) ve GraphPad yazilimi araciliiyla grafiksel olarak degerlendirildi, her bir
maddenin ICsy degeri (hiicre proliferasyonunun % 50 oraninda inhibe eden

konsantrasyon degeri) hesaplandi.

3.2.6. Western-Blot (immunoblotlama) Uygulamalari

Western-Blot yonteminde amag, doz ve zamana bagl etkilerin optimize
edilerek poliakrilamid jellerde proteinlerin yliriitilmesi, ayristirilmast ve ozgiil
antikorlar ile yapilan isaretlemeler sonucunda ilgilenilen proteinlerin ekspresyon

seviyelerindeki degisikliklerin belirlenmesidir.

3.2.6.1. Protein izolasyonu

e Belli dozdaki maddenin saati dolduktan sonra ortam uzaklastirildi ve
hiicreler soguk PBS ile bir defa yikanda.

e Hiicreler lizerine RIPA Modified liziz tamponu ilave edilerek (0.5 ml —
107 cells/ 100 mm petri/ 150 cm? flask; 0.25 ml — 10° cells/60 mm petri)
hiicreler bir kaziyici ile kazind1 ve pipetleme yapilip ependorf tiiplerine
aktarildi (tiim bu islemler buz {izerinde gerceklestirildi).

e Kullanimdan once RIPA Modified liziz tamponu igerisine gerekli
miktarda proteaz inhibitorleri [PIC (Proteaz Inhibitdrii-hazir stok
kullanilir- roche cocktail-14X), NaF (son konsantrasyon 1mM, stok 30X),
NaVO3 (son konsantrasyon 1 mM, stok 100X), PMSF (100 X’lik hazir
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stok kullanilir, son konsantrasyon 1mM), Phosphatase inhibitorii (hazir
stok kullanilir-Roche cocktail-20X seyreltme)] ilave edildi.

e Ornekler buz iizerinde 15 dakikada bir karistirilarak 45 dakika inkiibe
edildi.

e Tamamen hiicre parcalanmasi/homojenizasyonu i¢in % 25 giicte, % 50
pulse, 1 kez 20 saniye sonikasyon yapildi.

e Ornekler +4 °C’de 12,000 rcf’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant
toplam hiicresel protein olarak yeni ependorf tiiplerine aktarildi ve protein

lizat1 -86 °C'ye kaldirildu.

3.2.6.2. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Elde edilen lizatlardaki protein miktar1 Lowry protein miktar1 dl¢iim kiti

(Biorad DC Protein Assay) kullanilarak asagidaki protokole gore belirlendi.

*  96-kuyucuklu hiicrii kiiltiirii kaplarina 2.5 pl protein lizat1 6rnegi eklendi. Kor
orneginde protein lizat1 yerine 2.5 pl RIPA modified tamponu kullanildi.

*  Protein 0rnekleri lizerine 12.5 pl A+S reaktifinden ilave edildi. A+S reaktifi
kullanimdan 6nce A/S orani 50 olacak sekilde toplam 6rnek miktarina goére
hazirlandiktan sonra 6rnekler iizerine dagitildi.

* Son olarak karanlikta 6rnekler tizerine 100 pl B reaktifinden eklenerek 15 dk
oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.

+  Inkiibasyon bitiminde mikroplaka okuyucuda 690 nm’de absorbans 8l¢iimleri
yapildi.

* FElde edilen absorbans degerlerinden, albiimin protein standart grafigi ile elde

edilen denklem araciligiyla protein miktarlar1 pg /pl olarak belirlendi.

3.2.6.3. Proteinlerin SDS-PAGE ile Ayrilmasi
* SDS-PAGE aparatinin camlar1 sirasiyla dH,O-etanol-izopropanol ile silinir
ve jelin dokiilmesi i¢in camlar ve sikisrirma aparatina yerlestirilerek hazir

hale getirildi.
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Jel konsantrasyonu proteininin molekiiler agirligina gore secildikten sonra
ayirma jeli hazirlandi ve aparata dokiildii (hava kabarcigi kalmamasina dikkat

edilmelidir) ve iist yiizeyi izopropanol ile diizlestirilerek donmasi i¢in 30-40
dakika bekletildi.

Protein Biiyiikliigii (kDa) | Jel Yiizdesi (%)
4-40 20

12-45 15

10-70 12

15-100 10

25-200 8

Tablo 3.5 Protein Biiyiikliiklerine Gore Jel Yiizdeleri

* Donan ayirma jelinin {izerindeki izopropanol uzaklastirildiktan sonra
depolama jeli hazirlandi. Aparata depolama jeli dokiilerek tarak yerlestirilir

ve donmasi i¢in 30-40 dakika beklendi.

3.2.6.4. Orneklerin Hazirlanmasi

* Gerekli hacimde 4X yiikleme tamponu igerisine % 10 oraninda beta-
merkaptoetanol eklendi ve kisa bir santrifiij yapildi.

* Protein lizatlarindan 100 pg miktara karsilik gelen hacim iizerine su ve 4X
yiikleme tamponu (7.5 pl) eklenerek toplam hacim 30 pl’ye tamamlandi.

* Hazirlanan protein 6rnekleri 95 °C’ de 5 dk denatiire edildi.

* Denatiirasyonun hemen ardindan Ornekler buz {izerine alind1 ve jele
yiiklemeden 6nce kisa bir santrifiij yapildi.

* Kuyucuklara yiiklenen 6rnekler uygun voltajda (80 V) ve jelin en sonuna

gelene dek (3-4 saat) yiiriitiildii.
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3.2.6.5. Membrana Transfer

+  Immuno-blot sandvi¢ aparatinin igine sirasiyla bir siinger, iki adet Whatman
kagidi, proteinlerin yiiriidiigi jel, PVDF membran, iki adet Whatman kagidi
ve bir siinger yerlestirilerek aparat hazir hale getirildi.

* PVDF membran aparat i¢ine yerlestirilmeden 6nce metanol i¢inde, siinger ve
whatman kagid1 ise +4 °C’de sogutulmus transfer tampon ile 1slatildu.

* Sandvig aparat1 jeldeki proteinlerin membrana transfer edilebilmesi amaciyla
transfer aparatina yerlestirildi.

* Transfer aparatinin igerisine 1X transfer tamponu dokiildi ve aparatin
kenarlarina sogutucu blok yerlestirildi. Gece boyu +4 °C’de 90 mA’de

manyetik karistirici tizerinde transfere birakildi.

3.2.6.6. Primer Antikor ile isaretleme

*  Western blot aparatindan cikarilan membran bir kez 5 dakika TBS-T ile
yikandu.

* Bloklama soliisyonuyla (TBS-T i¢inde % 5 siit tozu) oda sicakliginda 1 saat
inkiibasyon yapildi.

* Bloklamadan sonra membran TBS-T ile 2 defa yikandx.

* Membran uygun konsantrasyondaki primer antikor soliisyonu ile oda
sicakliginda 1 saat veya gece boyu +4 °C’de calkalayicida inkiibasyona

birakildu.

3.2.6.7. Sekonder AntiKor ile isaretleme

* Primer antikor soliisyonundan alinan membran 1x15 ve ayrica 3x5 dakika
TBS-T ile yikandi.

* 1 saat sekonder antikor inkiibasyonuna (% 0.5 siit tozu igeren TBS-T
icerisinde) birakildu.

* 1x15 ve 3x5 dakika TBS-T ile yikama yapildu.
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3.2.6.8. Bantlarin Goriintiilenmesi

» Karanlik odada membran iizerine hazirlanan ECL-plus kiti soliisyonu (A:B
soliisyonu 1:1 oraninda 1 ml olarak hazirlandi) dokiildii.

* Sollisyonun membran Tlizerine tamamen yayilmasi ic¢in, 5 dakika inkiibe
edildi.

» Kasetin iginde iki asetat kagidi arasina yerlestirilen membran iizerine film
konularak farkl: siirelerde pozlama gerceklestirildi.

* Film 3 dakika developer ve 5 dakika fikser soliisyonundan gegirilerek bantlar

film tizerinde goriintiilendi.

3.2.7. immiinofloresan isaretleme

Immiinofloresan  yonteminde arastirilan protein, ozgil antikorlarla

isaretlenerek floresan 151k altinda mikroskopik inceleme yapildi.

3.2.7.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

% 70 EtOH'de bekletilen lamellerin steril kabin iginde kagit mendil iizerine
konularak kurumasi beklendi ve ardindan lameller 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
diizgiin bir sekilde yerlestirildi. Hiicreler; i¢lerinde lamel bulunan kiiltiir kaplarina 2
ml ortam igerisinde % 50-60 yogunlukta olacak sekilde pasajlandi ve 37 °C’de % 5
CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler madde uygulamalar1 yapilip
deney tasarimina uygun sekilde kiiltiir edildi. Madde uygulama siiresi dolduktan

sonra lamellerin tizerindeki hiicreler fikse edildi.

3.2.7.2. Fiksasyon

* Ortam uzaklastirilip 1 ml PBS ile bir kez yikama yapildu.

* 1 ml % 4 paraformaldehit eklenerek hiicreler oda sicakliginda 1 saat fikse
edildi.

* 1 ml PBSile 1 kez yikama yapildi.
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* Oda sicakliginda ve ¢alkalayici tizerinde 1 ml % 0.2 Triton X-100 igeren
PBS ile 5 dk inkiibasyon yapilarak hiicreler ge¢irgen hale getirildi.
* 1 ml PBS ile bir kez yikama yapildi.

3.2.7.3. Antikor Isaretlemesi

* % 1 BSA igeren PBS ile 5 dakika oda sicakliginda bloklama yapild1 ve
bloklama soliisyonu uzaklagtirildi.

* Kullanim konsantrasyonlar1 optimize edilmis primer antikorlar % 1 BSA
iceren PBS igerisinde seyreltilerek her lamele 50 pl hacimde damlatildi ve
lamellerin iizeri parafilm ile kapatilarak 37 °C’de 1 saat inkiibasyona
birakildu.

» Parafilmler uzaklastirilarak 4 defa PBS yikamas1 yapildi.

* % 1 BSA igeren PBS icerisinde seyreltilen sekonder antikorlar her lamele
50 pl hacimde damlatildi ve lamellerin iizeri parafilm ile kapatilarak 37
°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

» Parafilmler uzaklastirilarak 4 defa PBS yikamas1 yapildi.

* Lameller tizerine 1 ml % 70 EtOH eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika
bekletildi.

3.2.7.4. DAPI ile boyama

* Lameller iizerine 1 ml % 100 EtOH eklendi ve 1-2 dakika bekletildi.

* 9% 100 etanol i¢indeki hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarindan ¢ikarilarak
kagit mendiller iizerine konuldu ve kurumasi beklendi.

* Hiicrelerin lamel iizerinde tutundugu yiizeye 10 pl DAPI (0.25 pg/ml)
damlatild1 ve ters ¢evrilerek lamlarin tizerine kapatildu.

* Floresan mikroskobu ile inceleme yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Ureme Kinetigi

BPH-1 hiicre hattina iliskin {ireme kinetigi egrisi Sekil 4.1’de gosterilmistir.

BPH-1 HUCRE UREME KINETIGI
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4000 /
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n
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\._
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
GUN

Sekil 4.1 BPH-1 Hiicrelerinin Ureme Kinetigi

e Adaptasyon fazi: 1-3. giin aras1
e Logaritmik faz: 3-8. giin arasi
e Tepe fazi: 8-11. giinler

e Oliim fazi1 : 11. giin ve sonras1 seklinde belirlendi.

Elde edilen verilere gore, bu hiicre hattinda madde uygulamasi ve
sonrasindaki sitotoksiste ve protein izolasyonu islemlerinin yapilmasi i¢in 3 ile 8.
giinler aras1 en uygun zamanlar olarak belirlendi. Sonug olarak bu hiicre hattinda

gerceklestirilen biitiin uygulamalar logaritmik faz siiresinde yapildi.

82



4.2. Sitotoksisite Analizleri (MTT)

Tez calismast kapsaminda MTT ile sitotoksisite denemeleri; hiicre
kiltlirlerinin biiyiime profillerinin ¢ikarilmasi, maddelerin uygulama siireleri ve
dozlarina bagli olarak gozlenecek sitotoksik veya anti-proliferatif etkinin
belirlenmesi ve bu etkilerin gozlendigi optimum konsantrasyon degerlerinin (ICs
degerlerinin) belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, diisiik
konsantrasyonda aktivite gdsteren en etkin bilesigin belirlenebilmesi icin de

sitotoksisite analizlerinden yararlanilmistir.

[lk olarak BPH-1 hiicre hattinda (BOREN) Ulusal Bor Arastirma
Enstitiisti'nden temin edilmis olan BO, BA ve DPB anti-proliferatif etkileri
karsilastirmali olarak denendi. BPH-1 hiicrelerinin belirlenen optimum sayida (8x10°
hiicre/kuyucuk) 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmesinden sonra, hiicrelere belirli
dozlarda (7.5 mM -5 mM - 25 mM - 1l mM - 500 uM - 100 pM - 10 uM - 1 uM)
24, 48 ve 72 saat siireyle madde uygulamasi yapilmis ve uygulamalardan sonra 570-
690 nm dalga boylarinda spektrofotometrik ol¢iim yapilarak sonuclara ulasildi.
Olgiim sonucunda elde edilen absorbans degerlerinden, kontrol hiicreleri % 100
olarak kabul edilip madde uygulamalarinda gézlenen % canlilik degerleri hesaplandi
ve BPH-1 hiicre hattinda % canlilik egrileri olusturuldu (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil
4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7). Ayrica GraphPad yazilimi kullanilarak

uygulanan tiim maddelerin ICsy degerleri belirlendi (Tablo 4.1).

83



DPB BPH-1

120

100 =
~ 80
=
Z 60
=
o
X 40

20 - =

0 7,5 2,5 500 | 100

KONT | BORT | 0 |smM | [ amM | | 10uM | 1uM

m24sa| 100 | 31,87 | 32,84 | 48,06 | 59,36 | 66,44 | 80,60 | 93,79 | 95,60 | 104,86
m48sa| 100 | 16,15 | 27,92 | 31,70 | 37,46 | 49,55 | 63,10 | 76,77 | 92,50 | 102,78
m72sa| 100 | 14,37 | 20,68 | 23,48 | 36,834 | 42,83 | 58,89 | 75,57 | 83,54 | 101,52

Sekil 4.2 BPH-1 Hiicre Hattinda DPB Uygulamasinin Zaman ve Konsantrasyona Bagli Hiicre
Canlihig1 Uzerindeki Etkisi.

DPB BPH-1
150 -
- 2453
- 48sa.
§ 100 -+ 72sa.
% ry
o
O
2 90
u I I I I 1
0 1 2 3 4 5
KONSANTRASYON

Sekil 4.3 DPB’in BPH-1 Hiicre Hattinda Graphpad Yazilim Programi ile % Canlilik Degerlerine
Kars1 Logaritmik Konsantrasyonlarindan Elde Edilen Proliferasyon Egrileri (p<0.05).
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BA BPH-1
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Sekil 4.4 BPH-1 Hiicre Hattinda BA Uygulamasinin Zaman ve Konsantrasyona Bagli Hiicre Canlilig1
Uzerindeki Etkisi.

BA BPH-1
1501
-+ 2453,
- 48sa.
§ 100 - {253
% 4 .
<
]
R %
u 1 I I I 1
0 1 2 3 4 5
KONSANTRASYON

Sekil 4.5 BA’in BPH-1 Hiicre Hattinda Graphpad Yazilim Programi ile % Canlilik Degerlerine Karst
Logaritmik Konsantrasyonlarindan Elde Edilen Proliferasyon Egrileri (p<0.05).
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BO BPH-1

140
120
100
80
60
40
20

%CANLILIK

7,5

2,5 500 | 100
Iy o IV | g [10RM ] 1M

KONT | BORT 5mM

m24sa| 100 | 29,44 | 46,05 | 55,58 | 56,43 | 79,03 | 92,14 |105,25|112,79|122,03
m48sa| 100 | 20,51 | 39,52 | 49,05 | 53,62 | 64,29 | 79,34 | 87,72 | 94,80 | 98,54
m72sa| 100 | 15,52 | 34,76 | 48,86 | 53,52 | 62,03 | 77,13 | 82,20 | 90,18 | 95,71

Sekil 4.6 BPH-1 Hiicre Hattinda BO Uygulamasinin Zaman ve Konsantrasyona Bagli Hiicre Canlilig1
Uzerindeki Etkisi.

BO BPH-1
150
- 2453,
. - 48sa3.
o
= 100 . -+ 72sa.
_
pd
<
O
R %
ﬂ I I | I 1
0 1 2 3 4 5
KONSANTRASYON

Sekil 4.7 BO’nun BPH-1 Hiicre Hattinda Graphpad Yazilim Programu ile % Canlilik Degerlerine
Kars1 Logaritmik Konsantrasyonlarindan Elde Edilen Proliferasyon Egrileri (P<0.05).

Bu deneme sonucunda BPH-1 hiicrelerinde DPB’1in, BO ve BA’e kiyasla ¢ok daha

etkin bir anti-proliferatif ajan oldugu belirlendi.
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24 saat 48 saat 72 saat
DPB 2,505 uM 1,112 uyM 816.6 uM
BA 7,151 uM 5,737 uM 5,099 uM
BO 5,385 uM 3,757 uM 3,283 uM

Tablo 4.1 DPB, BA ve BO’in Graphpad Yazilim Programi Kullanilarak BPH-1 Hiicre Hattinda Elde
Edilen ICsy Degerleri.

Tiim sitotoksisite analizlerinin sonuglar1 degerlendirildiginde, BPH-1 hiicre
hattinda hiicre proliferasyonunun inhibisyonu agisindan en etkin olan ve en diisiik
ICsy degerine sahip olan maddenin DPB oldugu belirlendi (Tablo 4.1). Bu veriler
dogrultusunda BPH-1 hiicrelerine ICsy degerine yakin konsantrasyon araliklarinda 48
saat slireyle DPB uygulamasi yapilarak western-blot ve immunofloresan analizleri

gerceklestirildi.

4.3. Western-Blot Uygulamalan

Bu ¢aligmada Western-Blot uygulamasi ile DPB maddesinin BPH-1 hiicre
hattinda DNA hasar1 ve apoptoz yolagindaki etkinligi sorgulanmaya calisildi. Bu
ama¢ dogrultusunda hiicre hatlarina 48 saat siireyle madde uygulamasi yapilarak
protein izolasyonlar1 gerceklestirildi ve SDS-PAGE jellerinde yiiriitiildii. DPB ICs
degerine yakin konsantrasyon araliklarinda olacak sekilde kontrol (Madde
uygulanmamis 48 saat siire ile inkiibatorde bekletilen BPH-1 hiicreleri) 250 uM -
500 uM - 1 mM - 2.5 mM degerlerinde hiicrelere uygulandi ve doza bagiml etkinligi

incelendi.

87



KONTROL
250 uM DPB
500 uM DPB
1 mM DPB
2.5mM DPB

ATM (350 kDa)

pATM(1981) (350 kDa)

pH2AX(5139) (17 kDa)

p53 (53 kDa)
Phospho-p53(%¢r15) (53 kDa)

PARP (116 kDa)

Cleaved PARP (89 kDa)

Cleaved Caspase-3 (19 kDa)

Cleaved Caspase-9 (37 kDa)

B-Aktin (42 kDa)

Sekil 4.8 48 Saat Siireyle DPB ile Muamele Edilen BPH-1 Hiicrelerinde DNA Hasar1 ve Apoptotik
Yolaklarda Gorev Alan Kritik Proteinlerin Ekspresyon Seviyelerindeki Degisimler.



ATM,pATM,pH2AX
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Sekil 4.9 Image J Analiz Programi ile B-Aktin Seviyelerine Gore Normalize Edilen ATM, pATM ve
pH2AX Proteinlerinin Kantitatif Olarak Ekspresyon Kat Degisiklikleri.

p53, p-p53

—o—P53
~8—pP53

KAT DEGIiSiMLERI
w

KONTROL  250uM 500puM ImM 2.5mM

Sekil 4.10 Image J Analiz Progranu Ile B-Aktin Seviyelerine Gére Normalize Edilen p53 ve p-p53
Proteinlerinin Kantitatif Olarak Ekspresyon Kat Degisiklikleri.
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Clv. CAS-3, Clv. CAS-9
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Sekil 4.11 Image J Analiz Programu ile -Aktin Seviyelerine Gore Normalize Edilen Clv. Kaspaz-3 ve
Clv. Kaspaz-9 Proteinlerinin Kantitatif Olarak Ekspresyon Kat Degisiklikleri.

PARP, Civ. PARP

—4—PARP
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Sekil 4.12 Image J Analiz Programu ile f-Aktin Seviyelerine Gére Normalize Edilen PARP ve Clv.
PARP Proteinlerinin Kantitatif Olarak Ekspresyon Kat Degisiklikleri.

Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°daki protein seviyesi degisiklikleri incelendiginde, elde
edilen sonuglara gore, 48 saat madde uygulama dozunun artis1 ile birlikte
pH2AX S ye pATME!%D ekspresyonlarin arttigi bununla birlikte ATM’nin

ekspresyonunda fazla bir degisiklik olmadigi goézlendi. Bu deneme sonucunda
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DPB’mn, BPH-1 hiicrelerinde pH2AX®*"*? ve pATM®!8) protein seviyelerinin
ozellikle I mM ve 2.5 mM' da 6nemli 6lgiide artisina yol agtigi ve bdylece DPB

maddesinin BPH-1 hiicrelerinde DNA hasar1 olusumunu tetikledigi sonucuna varildi.

DNA hasar1 ile iliskili proteinlerin seviyesi incelendikten sonra, DPB
uygulanmis BPH-1 hiicrelerinde apoptozla ilgili kritik proteinlerin seviyesindeki
degisiklikler incelendi. ilk olarak p53 ve p-p53 proteinlerinin ekspresyon
seviyelerine bakildi ve kontrole kiyasla madde uygulamasi ile birlikte Onemli
derecede bir artis gozlendi. p-p53 ekspresyon seviyesinin Ozellikle 1 mM DPB
uygulamasinda en yliksek diizeye ulastigi belirlendi (Sekil 4.8 ve Sekil 4.10).

p-pS3 ve p53 proteinlerinin yani sira apoptozda gorevli aktif kaspaz-3 ve aktif
kaspaz-9 proteinleri Western-Blot yontemi ile incelendi. Her iki proteindeki kat
degisimleri gdz Oniine alindiginda madde uygulanmamis kontrol hiicrelerine oranla
48 saat DPB uygulama dozunun artis1 ile birlikte aktif kaspaz-9 ve aktif kaspaz-3
protein seviyelerinin arttigr gozlendi (Sekil 4.8 ve Sekil 4.11). Image J analiz
programi ile bu artisin aktif kaspaz-9 icin kontrole kiyasla yaklasik 6 kat, aktif
kaspaz-3 i¢in ise kontrole kiyasla yaklasik 3 kat oldugu belirlendi. Ayrica Sekil 4.8
ve Sekil 4.11°de goriildigii lizere PARP seviyesinin DPB uygulanmis BPH-1
hiicrelerinde dozla dogru orantili bir sekilde azaldig1 bununla birlikte kirpilmis PARP

seviyesinin ise tam tersi olarak arttig1 gézlendi.

Sonug olarak Western-Blot analizleri ile DNA hasar ile iligkili incelenen
pH2AX S ye pATME %D protein seviyelerinin arttigi, ATM proteininin sabit
kaldig1, apoptozda gorevli olan p-p53, p53, aktif kaspaz-9, aktif kaspaz-3 ve
kirpilmis PARP protein seviyelerinin arttigi, PARP protein seviyesinin ise azaldigi
belirlendi. Tiim bu veriler dogrultusunda DPB maddesinin BPH-1 hiicrelerinde DNA

hasarmi tetikledigi ve apoptoza yol ac¢tig1 kanisina varildi.

4.4. immiinofloresan

DPB’in DNA ¢ift zincir kirik olusumu araciligityla DNA hasarina etkisini

degerlendirmek amaciyla immiinofléresan mikroskobisi denemesi yapildi. DPB’1in
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DNA ¢ift zincir kirik olusumuna sebep olabilecegi hipotezinden yola c¢ikarak
pH2AX 3 odak olugumlart ve pATM®!?8) seviyesi incelendi. Bu amagla, BPH-
1 hiicreleri kiiltiir kaplar1 igerisine yerlestirilmis etanol ile sterilize edilmis lameller
tizerinde tretilerek, immunofloresan i¢in hazirlandi. DPB varliginda ve yoklugunda

(kontrol) pH2AX®* odak olusumlart ve pATM S8 seviyesi belirlendi.

KONTROL

100 uM DPB

YH2AX

250 uM DPB

Sekil 4.13 BPH-1 Hiicrelerinde 48 Saat Siireyle DPB Uygulamasinin DNA Hasar1 Belirteci H2AX ve
ATM Fosforilasyonuna (pH2AX®"* ve pATM®*"**Y) Etkisi. A,B,C. Madde uygulanmamus kontrol
hiicreleri. D,E,F. 100 uM DPB uygulanmis hiicreler. G,H,I. 250 pM DPB uygulanmis hiicreler.
pH2AX ™ AlexaFlour 594 (Kirmuzi), pATMS™'%Y AlexaFlour 488 (Yesil) ve hiicre nukleuslari
DAPI ile isaretlenmistir. C, F ve I tiim isaretlemelerin ayn1 bolgelerinin birlestirilmis goriintiisiinii
(merge) temsil etmektedir. Biitlin imajlar aym biiylitme (60X) ve ayni pozlama ayarlarinda ¢ekildi.



500 pM DPB

YH2AX

1 mM DPB

2.5mMDPB

Sekil 4.14 BPH-1 Hiicrelerinde 48 Saat Siireyle DPB Uygulamasinin DNA Hasar1 Belirteci H2AX ve
ATM Fosforilasyonuna (pH2AX®"* ve pATM®"*8Y) Etkisi. J, K, L. 500 uM DPB uygulanmus
hiicreler. M, N, O. 1 mM DPB uygulanmis hiicreler. P, R, S. 2.5 mM DPB uygulanmis hiicreler.
pH2AX ™ AlexaFlour 594 (Kirmuzi), pATM®'%Y AlexaFlour 488 (Yesil) ve hiicre nukleuslart
DAPI ile isaretlenmistir. L, O ve S tiim isaretlemelerin ayni bolgelerinin birlestirilmis goriintiisiinii
(merge) temsil etmektedir. Biitiin imajlar ayni biiyiitme (60X) ve ayni pozlama ayarlarinda ¢ekildi.
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BPH-1 DPB

400

350

300

250

200 H pH2AX

ODAK SAYISI

150 - HpATM

100 -

KONTROL 100pM  250pM  500upM  1mM  2,5mM

Sekil 4.15 BPH-1 Hiicrelerinin DNA Hasar1 Sonucu Olusturduklari Odak Sayisi. pH2AX®"*” odak
sayisi ve pATM®') seviyesi her bir hiicre nukleusu igin 6lgiildii ve ortalama degerler grafige
aktarildi. Hiicre basina odak olusumu dikkate alindi. Her bir 6rnek grubu i¢in en az 200 hiicre sayildi (
p<0.01).

Immiinofloresan ile elde edilen goriintiler dikkate alindiginda, madde
uygulanmamis kontrol hiicrelerinde bazal miktarda H2AX ve ATM fosforilasyonu
goriilmektedir. 100 uM DPB uygulanmis BPH-1 hiicrelerinde fosforilasyon
seviyesinin diislik oldugu, ancak bu diisiik fosforilasyon seviyesinin doza bagimli bir

bicimde DPB uygulamasi ile birlikte arttig1 belirlendi.

Sekil 4.15’te goriildiigii gibi, 100 uM DPB varhiginda ortalama pH2AX ">
odak sayis1 ve pATM®'*®! seviyesi kontrole gore sirayla 5.60 ve 4.80 kat arttig:

saptandi. 250 uM DPB uygulanmus hiicrelerde ise ortalama pH2AX®""*? odak

sayis1 ve pATM(SwSI)

belirlendi. Son olarak, 500 pM DPB uygulanmus hiicrelerde ortalama pH2AX®*!3”
MS198D

seviyesinin kontrole gore sirayla 6.12 ve 5.78 kat arttif

odak sayist ve pAT
kaydedildi.

seviyesi kontrole gore sirayla 6.78 ve 6.82 kat artis

En fazla odak sayis1 artist 1 mM ve 2.5 mM’ da goriilmiistiir. 1 mM DPB
varliginda ortalama pH2AX®"** odak sayis1 ve pATM®'*® seviyesi kontrole gore

sirayla 7.52 ve 7.48 kat arttigi, 2.5 mM DPB uygulanmis hiicrelerde ise ortalama
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pH2AX S odak sayist ve pATM®'®D seviyesi kontrole gore sirayla 7.55 ve 8.21
kat artt1g1 belirlendi.

Immiinofloresan denemesi ile elde edilen veriler dogrultusunda, DPB

maddesinin DNA ¢ift zincir kiriklarina neden olarak DNA hasara yol agtig1 sonucuna

varildi.
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5. TARTISMA

BPH, kotii huylu olmayan stromal ve epitelyal bir hiicre ¢ogalmasidir.
Genellikle prostat genislemesine ve diisiik iiriner sistem semptomlarma (LUTS)
sebep olmaktadir (Sutton ve ark. 2006; Penna ve ark. 2009; Lin ve ark. 2014; 2015;
Norstrom ve ark. 2016). Hormonal, genetik ve c¢evresel faktorler gibi bazi sebepler
BPH gelisimi ile iliskilendirilmis olmasina ragmen, BPH patogenezindeki anormal
biiylimeyi diizenleyen molekiiler mekanizma hakkinda bilinenler ¢ok azdir (Siejka ve
ark. 2010; Xie ve ark. 2015). BPH tedavisi, cerrahi miidahale ya da baz1 yan etkileri
sebebiyle daha sinirli olan farmakolojik terapiden olusmaktadir (Lin ve ark. 2015;
Zhang ve ark. 2015; Norstrom ve ark. 2016; Sarbishegi ve ark. 2016). Bu sebeple,
BPH semptomlarini azaltabilecek yeni ajanlarin bulunmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Deney hayvanlarinda ve kisith epidemiyolojik c¢alismalarda, borun insan ve
hayvanlar i¢in birgok yararli etkisi olan bir biyoaktif mineral element oldugu
gosterilmistir (Nielsen ve ark. 2011). Bor tiirevlerinin yararh etkileri olarak anti-
proliferatif, anti-enflamatuvar ve anti-kanserojen ozelliklerini gosteren giiniimiize
kadar calismalar yapilmistir (Barranco ve ark. 2007; Korkmaz 2008). Bu yiizden, bor
tirevlerinin BPH tedaviside umut wverici ajanlar olarak kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, bor tlirevlerinin BPH {iizerine etkilerini gosteren
calismalar ¢ok azdir. Yapilan kisith caligmalarda yiiksek miktarda bor alan
erkeklerde prostat biiyiimesi riskinin azaldigi bulunmustur. Sudaki bor diizeyinin
artmasiyla prostat kanseri, prostat biiylimesi riskinin ve 6liim oranlarinin azaldig
literatiirde ortaya konulmustur (Korkmaz, 2011; Miiezzinoglu ve ark. 2011).
Miiezzinoglu ve ark.lar1 (2011) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda giinliik ytiksek
bor maruziyeti yoluyla prostatik hiicresel prosese bagli hiperplazi olusumunun
azalabilecegi yoniinde izlenim edinilmistir. Diger bir ¢alismada, bor bdlgesinde uzun
yillardir yasayan insanlarin fertilite ve prostat kanseri ile iliskileri sorgulanmis ve
calismanin sonucunda 6.48 mg/giin kronik bor maruziyetinin DSO 1999 6l¢iitlerine
gore sperm profiline hi¢ bir olumsuz etkisi olmadig1 saptanirken, prostat kanserini
Onleyebilecegini disiindiirmiistiir. (Sayli ve ark. 1998; Korkmaz ve ark. 2007;
Korkmaz ve ark. 2011).
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Bu tez c¢alismasinda, prostat dokusunun farklilasma ozelliklerinden yola
cikarak, BPH gelisiminde 6nemli olabilecegi diisliniilen DNA hasar1 ve apoptozda
gorevli kritik protein seviyelerinin, bor tiirevleri varhiginda degisimlerinin
incelenmesi amacglanmistir. Bu dogrultuda, oncelikle BPH-1 hiicre hattinin tireme
kinetigi ¢ikartilip, hiicre hattinda gerceklestirilen biitiin uygulamalar logaritmik faz
stiresinde yapilmistir. MTT deneyleri ile bor tiirevlerinin (BO, BA ve DPB)
sitotoksisite analizleri gerceklestirilmistir. Bu denemenin sonucunda, DPB’nin BO
ve BA’ya goOre daha diisiik konsantrasyonda ICsy degeri verdigi ve hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu agisindan en etkin madde oldugu belirlenmistir.
Belirlenen konsantrasyon degerleri ve zaman dikkate alinarak Western-Blot metodu
ile DNA hasar1 ve apoptozda gorev alan; pH2AX S p ATME8D - ATM, p-p53,
pS3, aktif kaspaz-9, aktif kaspaz-3, kirpilmis PARP, ve PARP proteinlerinin
seviyelerindeki degisimler incelenmistir. Son olarak immunofloresan yontemi ile
doza bagli DPB uygulamasinin DNA hasarma etkisinin 6l¢iilmesi igin pH2AX®!?”

ve pATM®“8D proteinlerinin fosforilasyonuna bakilmustr.

Literatiirde farkli hiicre gruplari tizerinde farkli bor bilesenleri kullanilarak
yapilmis pek ¢ok calisma mevcuttur. Bu calismalardan birinde, DPB’mn DU145
prostat kanser hiicre hattinda anti-proliferatif etkisi arastirilmis ve sitotoksisitesi
WST-1 tetrazolium tuzunun canli hiicrelerce kesilmesi prensibine dayanan bir
kolorimetrik denemeyle belirlenmistir (Korkmaz ve ark. 2014). WST-1’in
rediiksiyon yiizdesine bagli olarak canli hiicrelerin hesaplanmasiyla elde edilen
sonuglar, DPB uygulamasiin zamana ve doza dayali bir sekilde biiylimeyi inhibe
ettigini gostermistir. 24 saat i¢in 3.5 mM, 48 ve 72 saat i¢in 2.1 mM olarak
hesaplanan ICs degerlerine ragmen, DU145 hiicrelerinin hayatta kalmasi1 7 mM DPB
uygulamasinda % 70’ten fazla baskilanmistir. Bizim yaptigimiz tez ¢alismasinda ise
DPB maddesinin BPH-1 hiicre hattinda 1Csy degerleri 24 saat i¢in 2505 uM, 48 saat
icin 1112 pM ve 72 saat i¢in 816.6 uM olarak hesaplanmistir. Bu veriler dikkate
alindiginda DPB maddesinin DU145 prostat kanseri hiicre hattina gére BPH-1 hiicre
hattinda anti-proliferatif etkisinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yine ayni
calismada, DPB uygulamasiyla apoptotik hiicrelerin zamana ve doza bagimli olarak

arttigr  belirlenmigtir. Aktin organizasyonunun bozulmasiyla DPB uygulanmis

97



hiicrelerin invazyon ve metastaz kapasitesinin distiigii ve hiicrelerin ¢ogalma
kabiliyetlerinin azaldig1 belirlenmistir. Bu yiizden DPB’mn prostat kanserinde
apoptozu tesvik ederek tedavi etme Ozelligi sebebiyle onemli bir terapotik ajan
olabilecegi diisiiniilmektedir. Apoptozun biitliin mekanizmalarina nasil etki ettigi
bilinmemesine ragmen, ilk kez bu calismada DUI145 hiicrelerinde telomeraz
aktivitesini baskiladig1 gosterilmistir (Korkmaz ve ark. 2014). Tiimor hiicrelerindeki
sitotoksik etkisi veya FAK, RhoA, Racl, Cdc42 ve MAPK gibi proteinlerin
aktivitesini  azaltmast DPB’nin  apoptotik  etkisini  aciklayabilecek bazi
mekanizmalardir. Tez ¢alismamizda ise BPH-1 hiicre hattinda DPB uygulanmasi
sonucu DNA cift zincir kiriklar1 olustugu, bu kiriklarin hiicrelerin tamir edemeyecegi
kadar ¢cok oldugundan hiicrelerin apoptoza tesvik edildigi goriilmiistiir. Bu calisma
ile tez ¢alismamizin ortak bir sonucu olarak, DPB maddesinin her iki ¢alismada da

anti-proliferatif ve apoptoza tesvik eden bir ajan olabilecegi duisiiniilmektedir.

Literatiirden bildirildigi ve elde edilen sonuclarla desteklendigi iizere, bor
tirevi olan DPB’in yiliksek miktarda bor igerdigi ve hiicre icine girebilmeyi
kolaylastiracak yan gruplar icermesinden dolay1 BO ve BA’e gore ¢ok daha etkili bir
anti-proliteratif ajan oldugu diisiiniilmektedir. 2008 yilinda Korkmaz ve arkadaglari
tarafindan yapilan calismada MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre
hatlarinda bor tiirevleri olan boraks pentahidrat, BA ve DPB’mn hiicre biiylimesi
tizerine etkileri incelenmis ve Ozellikle DPB’1in hiicre biiylimesini engelleyici bir

ozellige sahip oldugu gozlenmistir (Korkmaz 2008).

ATM proteini DNA ¢ift zincir kiriklarina kars1 olusturulan yanitta major role
sahiptir. ATM; G1, S faz i¢i ve G2/M kontrol noktalarinda gérev alan bir¢ok proteini
fosforilleyerek fonksiyon gostermektedir (Hallstrom 2007). Histon H2AX gibi ¢ift
zincir kiriklarmin  taninmast ile iligkili proteinler ATM ile fosforillenen
hedeflerdendir. Calismamizda hem Western-Blot hemde immunofloresan
denemelerinde artan H2AX ve ATM fosforilasyonlar1 ile DPB maddesinin BPH-1

hiicrelerinde DNA hasarina yol actig1 goriilmiistiir.
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Tez ¢aligmamizin hipotezine gore DPB, BPH-1 hiicre hattinda DNA hasarina
yol agmaktadir ve pro-kaspaz halindeki kaspaz-9 aktive olarak aktif kaspaz-9’a
dontigmektedir. Aktive olan kaspaz-9, effektor kaspaz-3'i keserek, kaspaz-3
aktivasyonuna yol agar. Kaspaz-3, apoptoz sirasinda PARP'a baglanarak hasarl
DNA'nin onarilmasini 6nler. Bu bilgiler ile orantili bi¢cimde yaptigimiz tez
calismasinin  Western-Blot sonuclarinda aktif kaspaz-9 ve aktif kaspaz-3
proteinlerinin 48 saat siire ile DPB uygulanmigs BPH-1 hiicre hattinda doza bagl
artislar1 kaydedilmistir ve bu sonuglara gore BPH-1 hiicrelerin apoptoz yolagina

girdigi goriilmektedir.

PARP enzimi DNA tamirinde rol oynar ve bu enzimin proteolitik yikimi
DNA onarimimi engeller (Boulares ve ark. 1999). PARP aym1 zamanda Ca/Mg’ye
baglidir ve DNA’y1 apoptoz boyunca pargalayan endoniikleazlari inhibe eder
(Knappen ve ark. 1998). Bu bilgilerle tutarli olarak, 48 saat siire ile DPB uygulanmig
BPH-1 hiicre hatlarinda PARP proteininin doza baghh azalisit DNA’nin tamir
mekanizmas1 yoluna girmedigini gosterirken kirpilmis PARP seviyesinin tam tersi

artig gostermesi ise hiicrelerin apoptoz yolagina girdigini géstermektedir.

Apoptozun ana diizenleyicisi p53’iin, DNA hasarlanmasina yanit olarak hiicre
Olimiinii baglatic1 islev gordiigii bilinmektedir. DNA hasarlanmasi olan normal
hiicrelerde p53 protein diizeyinde belirgin bir artigla hiicre dongiisii G1 'de bloke
olur. Biiyimenin durmasindan sonra DNA onarimi, hiicre DNA' sinin ¢ogaldigi S
fazina gegmeden Once tamamlanir. Genom hasar1 biiyiik boyutlarda ise hiicre
programli hiicre 6liimiine girer (Lei ve ark. 2006). Bu arastirmanin sonuglarina p53
ve p-pS3 antikorlarinin seviyeleri yoniinden de bakildiginda, kontrole kiyasla DPB
uygulanmis BPH-1 hiicrelerinde doza bagli artis oldugu ve hiicrelerin apoptoza

girdigi bir kez daha gosterilmistir.

Bu tez calismamiz g¢ergevesinde ilk kez DPB uygulamasiyla BPH-1 hiicre
hattinda apoptotik hiicrelerin ve DNA hasarina ugramis hiicrelerin zamana ve doza
bagimli olarak arttig1 belirlenmistir. Tiim bu sonuglar tez ¢alismamizin anti-

proliferatif 6zellige sahip olan bor ve tlirevlerinin, kronik enflamasyon ve asir1 hiicre
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proliferasyonu ile karakterize edilen BPH, LUTS ve prostat kanseri hastaliklarindan

korunmanin yanisira, tedavi edici potansiyelininde olabilecegini diigiindiirmektedir.
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