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OZET

Borik Asitin NFkB Sinyali iletim Yolagina Etkisinin NFkB-GFP Belirtec¢ Sistemi
Entegre Edilmis Transgenic HEK293 Hiicre Hatti Kullanilarak Cahlisilmasi

Amag: Arastirma, insan sagligi lizerine bir¢cok metabolik ve biyokimyasal etkisi
oldugu bilinen borik asitin, inflamatuar yanitlarin anahtar diizenleyicisi olan NF-kB
yolagini regiile edebilme potansiyelini belirlemek amaciyla yapilmustir.

Materyal ve Metot: Bu arastirmada NF-kB-GFP belirteg sistemi entegre edilmis
transgenik HEK293 hiicreleri model olarak kullanilmistir. Bu dogrultuda, ¢alisma igin
uygun TNFa ve borik asit miktarlar1 tespit edilmistir. Ardindan TNFa ile uyarilmig ve
aktiflesmis NF-xB sinyal iletim yolagia, kontrol grubuna kiyasla borik asitin etkisi
incelenmistir. Borik asitin NF-kB yolagimi regiile edebilme kapasitesi akis sitometrik
analizlerle belirlenmistir. TNFa ve borik asit uygulanmis hiicrelerin GFP yogunlugunun
ortalamas1 ve standart sapmasi, ili¢ bagimsiz biyolojik deneyden hesaplanmistir.
Istatistiksel testler igin iki drneklem konum t-testi kullanilmistir.

Bulgular: Bu c¢alismada kullanilan HEK293 hiicrelerinin genomuna entegre
GFP kaseti bulundugundan, akis sitometrik analizlerle kontrol grubunda bir miktar GFP
ekspresyonu gozlemlenmistir. Belirli dozlarda TNFa verildiginde, hiicrelerde kontrol
grubuna kiyasla 6-8 kat daha yogun GFP ekspresyonu belirlenirken (p<0.0001), sadece
borik asit uygulandiginda, hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla esit veya daha az
yogunlukta GFP ekspresyonu gozlemlenmistir (p<0.05). TNFa ve farkli dozlarda borik
asit birlikte verildiginde ise, TNFo grubuna kiyasla GFP yogunlugunun azaldig:
gozlemlenmistir (p<0.05).

Sonu¢: Analizler sonucunda, HEK293 hiicrelerine tek basina borik asitin
muamelesi kontrole kiyasla etkili bir fark olusturmamisken, TNFa ile aktive edilen
yolakta borik asit muamelesinin NF-kB aktivasyonunu azaltici yonde etkisi oldugu
ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: NF-xB sinyal yolagi, NF-xB-GFP, bor toksisitesi,

enflamasyon
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ABSTRACT

Study of the effect of boric acid on the NFkB signal transduction pathway using
the transgenic HEK293 cell line integrated with the NFkB-GFP marker system

Aim: The research was carried out to determine the potential of boric acid,
which is known to have many metabolic and biochemical effects on human health, to
regulate the NF-kB pathway, which is a key regulator of inflammatory responses.

Material and Method: In this study, transgenic HEK293 cells with integrated
NF-kB-GFP marker system were used as a model. In this direction, suitable amounts of
TNFa and boric acid were determined for the study. Then, the effect of boric acid on
TNFa stimulated and activated NF-KB signal transduction pathway compared to the
control group was investigated. The capacity of boric acid to regulate the NF-kB
pathway was determined by flow cytometric analysis. The mean and standard deviation
of the GFP density of TNFa and boric acid-treated cells were calculated from three
independent biological experiments. Two-sample position t-test was used for statistical
tests.

Results: Since the HEK293 cells used in this study had a GFP cassette integrated
into their genome, some GFP expression was observed in the control group by flow
cytometric analysis. When given specific doses of TNFa, 6-8 times more intense GFP
expression was determined in the cells compared to the control group (p<0.0001), while
when only boric acid was applied, equal or less intense GFP expression was observed in
the cells compared to the control group (p<0.05). When TNFa and different doses of
boric acid were given together, it was observed that the GFP density decreased
compared to the TNFa group (p<0.05).

Conclusion: As a result of the analysis, it was revealed that boric acid treatment
in HEK293 cells alone did not make an effective difference compared to the control,
while boric acid treatment had a decreasing effect on NF-kB activation in the pathway
activated by TNFa.

Key Words: NFkB signaling pathway, NF-«kB-GFP, boron toxicity,

inflammation
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1. GIRIS

Transkripsiyon faktorii olan NF-kB proteini, hiicrenin enflamatuar ve immiin
tepkileri, hiicre biiyiimesi ve gelisimi gibi bir dizi islemde yer alan ¢ok cesitli genlerin
ekspresyonunu diizenler (1). Normalde inaktif durumda olan NF-kB’nin aktivasyonu
hiicre dis1 uyaranlar tarafindan baslatilir (2). Niikleer faktor-kB protein kompleksi bes
farkli alt proteinden (RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 (p105 prekiirsor) ve p52 (p100
prekiirsor) olusmaktadir. Bu proteinler sayesinde DNA’ya baglanabilmekte ve hiicre ici
inhibitorii olan IkB ile etkilesimini saglayabilmektedir (3).

NF-kB biitiin hiicrelerde bulunur ve normal sartlarda inhibitér IkB (NFkB
inhibitorll) proteini tarafindan sitozolde tutulur (4). Fizyolojik olarak IkB proteinleri,
NF-kB aktivitesinin inhibitorleri ve diizenleyicileri olarak hizmet eder ve klasik IxB
proteinleri (IkBa, IkBp, IkBg), NF-kB 6ncii proteinler (p100 ve p105) ve niikleer kB
(IkBC, Bcl-3 ve IkBNS) iiyelerinden olusmaktadir (2). RelA (p65), RelB ve c-Rel, hedef
gen ekspresyonunu etkinlestirmelerine izin veren bir C-terminal transaktivasyon alani
(TAD) igerir ve p50 (pl05 onciisii), p52 (pl00 onciisii), TAD alan1 yerine C
terminallerinde uzun, ankirin tekrar iceren bir alan (ARD) icerir ve bu nedenle bir
homodimer olarak hedef gen ekspresyonunu etkinlestiremez (2). Bugiine kadar, DNA'ya
baglanan NF-xB dimerlerinin birgok yapisi ¢oziilmiis ve ortak bir DNA baglanma ve
dimerizasyon modu ortaya ¢ikarilmistir (2).

Ote yandan NF-kB’nin aktivasyonu hiicre ici biiyiime faktorleri, oksidatif stres,
patojenler, proinflamatuar sitokinler, yaralanmalar, gevresel stres kosullar1 gibi pek ¢ok
farkh etken ile gerceklesmektedir (2, 3). Bu uyaranlar, toll benzeri reseptorler gibi
dogustan gelen immiin reseptorler ve TNF (tiimor nekroz faktorii) reseptdr siiper
ailesindekiler gibi sitokin reseptorleri tarafindan tanmir ve adaptér sinyalleme
proteinlerinin bir sinyalleme kaskadini baslattigi hiicreye iletilir (1, 5). Bu sinyalleme
basamaklari, IkB kinazin (IKK) aktivasyonu ile sonuclanir (2). Sinyalin alinmasi ile
hiicre i¢i inhibitorii olan IxkB fosforile edilerek parcalanir ve serbest kalarak aktiflesen
NF-xB molekiilii sitoplazmadan ¢ekirdege tasinir (3). Cekirdege tasinan NF-kB proteini
hedefi olan genlerin transkripsiyonunu uyarir (3).

NF-kB proteinlerinin aktivasyonu siki bir sekilde diizenlenir ve NF-kB sinyal
yollarinin uygun olmayan aktivasyonu, otoimmiinite, kronik inflamasyon ve c¢esitli

kanserlerle iliskilendirilmistir (2).



En zengin kaynaklar1 Tiirkiye’de bulunan bor mineralinin, insan saglig1 iizerine
birgok metabolik ve biyokimyasal etkisi oldugu bilinmektedir (6, 7). Biyolojik
ortamlarda borik asit formunda bulunan bor, bitkiler i¢in gerekli bir mikro besindir ve
hayvan biiylimesi ve gelisimi i¢in de oldukga faydali etkileri vardir (6, 8). Bor topraktan
bitkilere, bitkilerden de beslenme yoluyla insanlara geg¢mektedir (7). Bor, diisiik
konsantrasyonlarda biyolojik sistemler iizerinde genis bir yelpazede fizyolojik etkilere
sahipken, yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir (8). Borun biyolojik etkileri ve toksisitesi
lizerine bir¢ok ¢alisma olmasina ragmen, etki mekanizmalarini anlamak i¢in daha fazla
bilgiye ihtiyag vardir (6, 8). Borun toksik etkisini, genel amino asit kontrol sisteminin
aktivasyonu ve protein sentezini inhibe ederek gosterdigini varsayarak genel amino asit
kontrol yolu okaryotlar arasinda korundugu i¢in, bu mekanizmanin genel bir 6neme
sahip olabilecegi diistiniilmektedir (6).

Borik asitin olusturdugu hiicresel stres cevaplari ya da biyolojik etki
mekanizmalarinin karakterize edilmesi gerekmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda HEK293
hiicreleri model olarak kullanilarak borik asitin NF-«xB yolagini regiile edebilme
kapasitesi arastirilmak istenmektedir. Kullanilacak hiicre hattinda NF-«xB transkripsiyon
faktoriiniin baglanacagi bir promdtor bolgesi kontroliinde bulunan yesil floresan protein
(GFP) ifadelenme kaseti genoma entegre edilmis sekilde bulunmaktadir. Bu modelde
NF-kB yi aktive eden herhangi bir uygulama hiicrelerin igerisinde yesil floresan
proteinin olusumuna neden olacaktir ve bu durumda floresan deteksiyonu akis sitometre
sayesinde tespit edilecektir. TNF ile aktive edilen yolakta borik asit muamelesinin etkisi

arastirilacaktir. Ayrica, tek basina borik asit uygulamalarinin etkileri de arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Niikleer Faktor-kB (NF-kB) Transkripsiyon Faktorleri

NF-kB (niikleer faktor kappa B) ailesi transkripsiyon faktorleri, 1986’da Nobel
odiillii David Baltimore'un laboratuvarinda kesfedildi (1, 9). Bu niikleer faktor, antikor
ireten olgun B lenfositlerinin ¢ekirdeklerinde, immiinoglobulin-kappa hafif zincire ait
genin gelistiricisi i¢inde bulunan, on baz ¢iftli bir DNA dizisi (5’-GGGACTTTCC-
3)’ne baglanir (2, 10). NF-kB kisaltmasi bu sekilde olusturulmustur.

Kisa bir siire sonra, bu spesifik DNA baglama aktivitesini barindiran
proteinlerin, hemen hemen tiim hiicre tiplerinde eksprese edildigi ve ¢ok c¢esitli
islevlerle bir¢ok hedef geni diizenledigi anlasildi (11, 12). Evrimsel olarak korunan bu
transkripsiyon faktorleri, prototip bir proinflamatuar sinyal yolu olarak, immiin ve
inflamatuar yanitlarin farkli siireglerinde yer alan ¢ok ¢esitli genleri diizenler (13, 14).
Ayrica hiicre biiylimesi ve gelisimi gibi bir dizi siiregte yer alan gesitli genlerin

ekspresyonunda goérev alir (5, 15).

2.2. NF-xB’nin Aktivasyonu

Indiiklenebilir transkripsiyon faktorii NF-kB, gesitli uyaranlara yamit olarak
aktive edilir (16, 17). NF-xB’nin aktivasyonu, sitokinler, kemokinler, patojenler,
yaralanmalar, oksidatif stres ve g¢evresel stres kosullar1 gibi pek ¢ok farkli etken ile
gerceklesmektedir (3, 16). NF-kB'nin en iyi karakterize edilmis indiikleyicileri arasinda
TNF sitokin ailesinin iyeleri yer alir (6zellikle TNFa) (17). Bu sitokinler, 6ncelikle NF-
kB yolunun aktivasyonu yoluyla inflamasyonu, hiicre hayatta kalmasini, proliferasyonu

ve farklilasmay1 diizenleyen genlerin hizli transkripsiyonunu indiikler (12, 17).

SitoKkinler

L

Bafojenler Oksidatif stres ve
cevresel stres
kosullari...

Sekil 2.1. NF-kB'yi aktive eden baz1 faktorler.

Kemokinler Yaralanma



Ote yandan NF-kB normal hiicrelerde nadiren aktiftir, sadece uygun
uyaranlardan sonra aktive olur ve hedef genlerinin transkripsiyonunu yukar1 regiile eder
(3, 4). Daha sonra, diizenleyici mekanizmalar NF-«kB'yi inaktif durumuna dondiiriir
(18). NF-xB aktivasyonu bu nedenle indiiklenebilir ve gegici bir siiregtir (18).

NF-xB, IkB (NF-kB inhibitorii) proteinleri ile etkilesimler yoluyla diizenlenir (1,
19). Bu nedenle, uyarilmamis hiicrelerde NF-«xB, inhibitér bir protein olan IkB'ye
baglanir ve sitoplazmada inaktif durumda tutulur (20, 21). IkB'ye baglanma, NF-kB'nin
niikleer lokalizasyon sinyalini (NLS) maskeler, sitoplazmada NF-xB-IxB kompleksini
olusturur ve NF-kB'nin DNA'ya baglanmasini dnler (2).

NF-xB sinyalinin aktivasyonu, hiicre dis1 indiikleyici uyaranlar tarafindan
baslatilir (2). Indiikleyici uyari, IkB proteinlerinin fosforilasyonuna ve bozulmasina yol
acan IKK (IxB kinaz)’nin aktivasyonu ile sonuglanir (22, 23). Aktif IKK, sitoplazmada
NF-kB-IkB kompleksinin inhibitdr IkB alt birimini fosforile eder. Bu fosforilasyon,
proteazom tarafindan pargalanmasi i¢in IkB'yi isaretler ve serbest kalarak aktiflesen NF-
kB proteinleri daha sonra sitoplazmadan ayrilarak hedef dizilerine baglandiklar1 ve gen
transkripsiyonunu aktive ettikleri ¢ekirdege taginir (12, 24). Cekirdege tasinan NF-«xB
proteini hedefi olan genlerin transkripsiyonunu aktive etmek i¢in promotér DNA'ya
spesifik olarak baglanir (3, 22). Bu ii¢ molekiil (NF-kB dimerleri, IxB diizenleyicileri ve
IKK kompleksleri) birlikte NF-kB sinyal modiiliinii olusturur (22).

kB dizisinin dejenere dogas1 ve NF-kB'nin diger transkripsiyon faktorleriyle
heterotipik kompleksler olusturma yetenegi, NF-kB'nin c¢ok c¢esitli hedef genlerin
ekspresyonunu diizenlemesine izin verir (17). NF-kB proteinlerinin aktivasyonu siki bir
sekilde diizenlenir ve NF-xB sinyal yollarimin uygunsuz aktivasyonu otoimmiin

hastaliklarin kronik inflamasyonu ile iligkilendirilmistir (25, 26).

2.2.1. NF-xB Protein Ailesi

Her yerde eksprese edilen NF-kB proteini, su anda bilinen bes proteinin
bulundugu Rel transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesidir. Bu proteinler, NF-xB1
(p50 ve onctisiti p105), NF-xB2 (p52 ve onciisii p100), RelA (p65), RelB ve c-Rel’den
olugsmaktadir (1, 21). Bu proteinler sayesinde DNA’ya baglanabilmekte ve hiicre igi
inhibitori olan IkB ile etkilesimini saglayabilmektedir (3). RelA (p65), c-Rel ve RelB
proteinleri, olgun iiriinler olarak sentezlenir ve proteolitik islem gerektirmez (24). Diger

aile tyelerinin aksine, NF-xB1 ve NF-kB2 pro-formlar (p105 ve pl100) olarak



sentezlenir ve daha sonra proteozomlar tarafindan proteolitik olarak p50 ve p52'ye
islenir (14, 27).
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NF-kB/Rel Ailesi

Sekil 2.2. NF-«B alt birimlerinin genel yapisi.

Olgun formda sentezlenen RelA, c-Rel ve RelB, hedef genlerin ekspresyonunu
pozitif olarak diizenleyen bir C-terminal transaktivasyon alan1 (TAD) igerir ve bu alan
hedef gen ekspresyonunu aktive etmelerini saglar (2, 28). Hem p50 hem de p52, DNA
baglanma alanini igerir fakat giiglii transaktivasyon alanlarindan yoksundurlar (4, 23).
Ancak, bu proteinlerin karboksiterminal uglar1 glisin agisindan zengin bolgelere sahiptir
ve uzun, ankirin tekrar alan1 (ARD) igerirler (1, 22). p50 ve p52 proteinleri, bir TAD
alan1 iceren NF-«kB ailesi iiyesi veya koaktivatdr alimi yapabilen diger proteinlerle
iliskilendirilmedik¢e hedef gen ekspresyonunu aktive edemezler (1, 18). Ek olarak, bu
proteinler IkB proteinleri olarak islev gorerek transkripsiyonu baskilayabilirler (29, 30).
Bu nedenle, NF-kB dimerleri, bir dimerdeki {iyelerin trans-aktive edici alan igerip
icermedigine bagli olarak, kB bodlgelerinde transkripsiyonel aktive ediciler veya
baskilayicilar olarak hareket edebilirler (21, 23, 31).

Cesitli NF-«xB alt birimleri arasindaki homo- ve heterotipik etkilesimler, farkli
DNA baglama 6zgiilliikleri ve transaktivasyon potansiyeli olan kompleksler iiretir (20,
22). DNA baglanma bolgelerine yonelik bu 06zgiinliik nedeniyle, dimerler, hedef
promotorlerle farkli protein-protein etkilesimlerine sahiptir ve belirli fizyolojik kosullar
altinda aktive edilir (30). Teoride, bes NF-kB alt biriminin hiicre i¢i degisen islevlere
sahip kombinatoryal dimerizasyonundan toplam 15 benzersiz homo ve heterodimer
olusmas1 miimkiindiir (11, 22). Bunlardan 12'si in vivo olarak tanimlanmistir (22). Var
oldugu bilinmeyen ii¢ tanesi RelB:RelB, RelB:c-Rel ve p52:c-Rel'dir (22). Bununla

birlikte, bu ii¢iinden yalnizca RelB homodimeri in vivo mevcut degildir ve diger iki

5



dimerin durumu belirsizdir; p65/RelA:RelB heterodimer gibi 6zel kosullar altinda var
olabilirler (22).

Sekil 2.3. NF-kB proteinlerinin homo- ve heterodimer formlari.

p65, C-terminal ucundaki transaktivasyon alanlarinin mevcudiyeti nedeniyle kB
bolgelerinden gen ekspresyonunun giiglii bir aktivatoridir (1). Bu nedenle, NF-xB
ailesinin en yaygin aktif formu, p50/p65 veya p52/p65 alt birimleri arasinda olusan
heterodimerlerdir (32, 33). Genel olarak, p50 ve p52’nin siklikla RelA, c-Rel veya RelB
ile heterodimerler olusturarak aktif transkripsiyonu tetikledigi, pS0/p50 ve p52/p52
homodimerlerinin  ise  transkripsiyonel baskilayicilar olarak hareket ettigi
diistiniilmektedir (28, 34).

Rel homoloji bolgesi (RHD) icin tahmin edilen bir 16sin fermuar motifi (LZ)
amino terminali i¢eren RelB, daha biiyiik bir diizenleyici esneklik sergileyip ve hem
etkinlestirici hem de baskilayic1 olabilir (22, 34). Ornegin, bu protein kendisi ile
homodimerize olmaz, fakat p52 veya p50 ile komplekslendiginde transkripsiyonel
aktivite saglayabilir (4, 34). Bazi durumlarda da RelB, DNA'y1 baglayamayan
RelA/RelB heterodimerleri olusturarak ve RelA'yr sekestre ederek NF-xB aktivitesini
bastirir (4). RelB'ye benzer sekilde c-Rel, lenfoid dokularda eksprese edilir ve hem c-
Rel homodimerleri hem de c-Rel/p50 heterodimerleri baskin olarak hematopoietik

hiicrelerde saptanir (4).

2.2.2. NF-xB’nin DNA’ya Bagh Yapilari

NF-kB transkripsiyon faktorleri ailesi, ¢ok sayida genin promotorleri ve

gelistiricileri i¢inde yer alan 10-baz ciftli palindromik bir DNA dizisine baglanir ve



transkripsiyonu indiikler veya baskilar (21, 23, 31, 34). Bu dizi ilk olarak olgun B
hiicrelerinde immiinoglobulin k-hafif zincir geninin enhansiri olarak ifade edilmistir (2).

Bu protein ailesinin bes iiyesinin tiimii homo- veya heterodimerler olusturur ve
ayni kokenli DNA elemanlarina baglanma icin gerekli olan niikleer lokalizasyon
dizisini igeren 300 amino asitlik bir N-terminal Rel-homoloji alanini paylasir (11,32).
Iki immiinoglobulin benzeri tekrardan olusan bu alan, yiiksek oranda korunmus bir
DNA baglama ve dimerizasyon alanini igerir (1, 24). Bu alan sayesinde hedef DNA'y1
baglayabilir ve farkli hedef genleri indiikleyebilirler (14). Dimerizasyonun yant sira, bu
RHD niikleer lokalizasyondan ve IkB proteinleri ile etkilesimden sorumludur (22). Rel-
homoloji boélgesinin ilk yapisi, idealize edilmis bir kB hedef DNA dizisine bagli bir p50
homodimerinin, iki X-1s1n1 kristal yapisinin basarili bir sekilde belirlenmesiyle ortaya

cikarilmistir (2).

p50
CTD

Sekil 2.4. DNA'ya bagl p50/p65 hetero-kompleksinin kristal yapisinin serit diyagram

modeli ile iki yonlii gosterimi.

Bugiine kadar, DNA'ya bagli NF-kB dimerlerinin birka¢ yapisi ¢oziilmiistiir (2).
Dimerdeki her bir p50 alt biriminden RHD'nin tamaminin ¢ift sarmallit DNA'nin ana
olugu boyunca bir tam doniisle temasa dahil oldugu yeni bir DNA baglama motifi
ortaya ¢ikarilmistir (2, 22). Bu yapilar, silindirik bir DNA govdesi (viicut) etrafinda
kanatlar1 olusturan iki protein alt birimi ile bir kelebege benzer (22). NF-xB alt
biriminin RHD alan1, p5S0:DNA kompleks yapilar tarafindan agiga ¢ikarildig: gibi, kisa
bir esnek baglayici tarafindan baglanmig N-terminal alan1 (NTD) ve C-terminal alani
(CTD) olmak iizere iki B-sandvi¢ yapiya katlanmis alandan olusur (2, 22).

CTD, yalnizca dimerizasyondan sorumludur ve DNA ile fosfat temasi1 kurar (2).

DNA'nin seker fosfat omurgasi ile spesifik olmayan temaslarina ek olarak NTD, DNA
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bazlar ile spesifik etkilesim yoluyla hedef DNA sekansini da tanir (2, 22). Amino-
terminal alan1 (veya Rel-N) yaklagik 160-210 amino asit uzunlugundadir ve
immiinoglobulin katmnin bir varyantini sergiler (22). Karboksi-terminal dimerizasyon
alan1 (Rel-C olarak adlandirilir) kabaca 100 amino asidi kapsar ve ayrica
immiinoglobulin benzeri bir kivrimi benimser (22). iki alan, yaklasik 10 amino asit
uzunlugunda kisa bir esnek baglayici ile birlestirilir (22). Niikleer lokalizasyon
sinyalinin gomiilii oldugu karboksi-terminal (CTD) esnek bolgesi, NF-xB alt
birimlerinin korunmus RHD boliimiinii sonlandirir (22). NF-xB, hedef DNA'y1
cevrelemek icin her iki RHD alanimi da kullanir (2, 22). Mevcut yapilarin analizi, NF-

kB homo- ve heterodimerlerinin hedef dizisinde plastisite gostermistir (2).

2.3. Inhibitor-kB (IxB) Proteinleri

Inhibitor kB (Niikleer IxB) ailesinin proteinleri, NF-kB aktivitesinin
diizenleyicileri olarak hizmet eder (2, 22). "Nikleer IkB" olarak siniflandirilmalari,
ankirin tekrarlar1 icermeleri, NF-kB alt birimlerini baglamalar1 ve hiicrelerde ifade
edildiginde ¢ekirdek iginde konsantre olmalar1 gerceginden kaynaklanmaktadir (22).
IkB proteininin islevi olduk¢a degiskendir (17). IxB ailesi iiyeleri, sitoplazma ve
cekirdekte NF-kB dimerlerini baglayabilir ve transkripsiyonel tepkileri hem inhibe
edebilir hem de artirabilir (2, 17). NF-kB dimerleri, uyarilmamis ¢ogu hiicre tipinde,
RHD'ye baglanan ve onun NLS islevine miidahale eden spesifik inhibitorler olan IkB'ler
tarafindan sitoplazmada tutulur (15, 34). Bu nedenle, bu proteinler transkripsiyonel

olarak inaktif kalirlar ve hedef DNA boélgelerine baglanmalari engellenir (4, 28).

2.3.1. IkB Proteinleri Ailesinin Incelenmesi

Bugiine kadar, memeli hiicrelerinde tanimlanmis sekiz bilinen IkB proteini
vardir (29). Bu proteinler {i¢ sinifta toplanmistir (29). IkB ailesinin bu iiyeleri, klasik
IxkB proteinleri (IkBa, kB ve IkBg), NF-kB oOncii proteinleri (p100 ve pl05) ve
niikleer IkB (IxB(, Bcl-3 ve IkBNS)’lerdir (1,4). IkB ailesinin proteinlerinin tiimii, NF-
kB transkripsiyon faktorlerinin DNA baglanma alanlar1 olan RHD ile birleserek onlari
transkripsiyonel olarak inaktif hale getiren 6-7 ankirin tekrarlarinin varligi ile
karakterize edilir (14, 18).

Ug niikleer IkB proteininin her biri, NF-kB'ye bagimli genlerin iiriinleridir ve
i¢sel niikleer lokalizasyon egilimine sahiptir (22). Bunlar NF-kB'ye baglanirlar, ancak

klasik IkB proteinleri en az bir RelA veya c-Rel alt birimine sahip dimerleri tercih



ederken veya klasik olmayan pl105 ve pl100 tim NF-kB alt birimlerine baglanirken,
niikleer IkB'ler spesifik olarak p50 (Bcl-3, IkB() ve p52'ye (Bcl-3) baglanir (4, 22).
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Sekil 2.5. IkB proteinlerinin genel yapisi.

Farkli IxB molekiilleri, farkli ve ortiisen 6zgiilliiklere sahiptir (32). IkBe, endotel
hiicrelerinde, p65 ile ve daha az oOl¢iide c-Rel ile iliskilidir, oysa IkBa ve IkBp, p65 ile
birlesir, ancak c-Rel ile iliskilendirilmez (32). p50:RelA dimer uyarilmamis hiicrelerde
bulunur, ancak DNA baglama aktivitesi IkB tarafindan inhibe edilir (35).

IxB proteinleri, bir N-terminal sinyal alic1 alan (SRD), bir merkezi ARD ve bir
C-terminal uglarinda prolin-, glutamat-, serin- ve treonin bakimindan zengin kisa bir
dizi (PEST) sekanst igerir (2, 22). Tiim IkB'ler, ARD'leri araciligiyla NF-«kB'yi tanir (2).
IxB ARD'nin yapisi, her biri bir B-dongiisii ve iki a-heliksi igceren alt1 ankirin tekrari
icerir (2). PEST bolgesi ise, IkB gibi hiicrelerde hizli doniisiim sergileyen bir¢ok protein
i¢cin ortaktir (22). Bununla birlikte, IkBa'nin PEST bélgesi, 6nceden olusturulmus NF-
kB:DNA komplekslerini bozma yetenegi i¢in de gereklidir (22).

Daha once de bahsedildigi gibi, klasik IkB proteinleri, bir amino-terminal sinyal
yanit bolgesi ve karboksi terminal PEST bolgesi ile ¢evrili ankirin tekrarlarina sahiptir
(22). IkB'ye bagli NF-«B heterodimer kompleksi p5S0-p65-IkBa'nin yapisini inceleyecek
olursak, 1. ve 2. ankirin tekrarlar p65'in NLS' sini baglar; 4. ve 6. ankirin tekrarlar
eslesmis dimerizasyon alanlarinin arayiiziinde kontak p50'yi tekrar eder; ve son olarak
5. ve 6. ankirin tekrarlar p65'in dimerizasyon alanina temas eder (2). Boylece IkB'ler,
NF-kB dimerlerin NLS'lerinin islevini sterik olarak bloke ederek, sitoplazmik

tutulmalarina neden olur (19).



Bugiine kadar en iyi ¢alisilmig ve en 6nemli IkB ailesi iiyesi IkBa'dir (13, 23).
IxkBa ilk olarak onceden olusturulmus NF-kB-DNA komplekslerini in vitro olarak
ayristiran bir faktor olarak kesfedildi (2). IkBo'nin amino-terminal bdlgesi ayrica
islevsel bir niikleer disa aktarma dizisi igerir (22). NF-kB'ye baglanirken maskelenmez
ve NF-kB:IxBo komplekslerinin gozlenen sitoplazmik lokalizasyonuna katkida bulunur
(22). IkBa, p50-p65 heterodimerine ve p50 homodimerine baglanir, ancak p50
homodimerinin DNA baglama aktivitesini inhibe etmez (32). Bu IxBa proteini, gegici
NF-«xB aktivasyonu ile iliskiliyken, IkBp stirekli aktivasyonla iliskilidir (32). IxkBp, p50-

p65'i, p50-RelB ve p50-c-Rel komplekslerini engellediginden daha giiglii bir sekilde
inhibe eder (32).

Sekil 2.6. IkBa'ya bagli p50/p65 hetero-kompleksinin kristal yapisinin serit diyagram

modeli. p65'in NLS'si kirmizi ile gosterilmistir.

[k modeller, IkB proteinlerinin NF-kB dimerlerinin niikleer translokasyonunu da
engelledigini one siirerken, IkBa ve IkBe'ye bagli dimerlerin aktif olarak niikleer ve
sitoplazmik bdlmeler arasinda gidip geldigi acik hale geldi (35). p100 ve p105'in daha
bliylik kompleksler halinde birlestirilmesine, ankirin-tekrar alanlarina hemen amino-
terminal olarak yerlestirilmis bir oligomerizasyon alani aracilik eder (22). Bu birlesim
heterojendir, yani birkag farkli NF-kB alt birimi, tek bir inhibitor kompleks iginde
inhibe edilebilir (22). Bu nedenle, p100 veya pl05'in uyarana 0zgii bozunmasi,
prensipte farkli NF-kB dimerlerini serbest birakabilir (22). Birlikte, bu dimerler ¢ok
daha genis bir gen diizenleyici aktivite yelpazesi sergiler (22).

Bununla birlikte, IxkB/NF-kB kompleksinin ayrisma ve yeniden birlesme
stireclerine tabi oldugu goz oOniine alindiginda, sitozol ve c¢ekirdek arasinda siirekli bir

mekik olusturdugu bilinmektedir (20, 27).
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IxkB( ilk olarak bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) veya inflamatuar sitokin
interlokin-1 (IL-1) ile bagisiklik hiicrelerinin uyarilmasindan sonra artan ekspresyon
sergileyen bir gen ekraninda kesfedildi (22, 30). IkB( proteini, Bcl-3'e diger IkB'lerden
daha fazla homoloji sergileyen IkB'dir (30). Klasik IxB'lerin aksine, IkB{ ne yapisal
olarak eksprese edilir ne de indiiklenebilir bozunma tarafindan kontrol edilir, ancak
mikroRNA tarafindan transkripsiyon sonrasi olarak diizenlenebilir (30). IkBC(, tercihen
p50 NF-kB dimerlerine baglanan TLR ligandlar1 ile miicadeleye yanit olarak IL-6
tiretimine baglanmistir (30).

IxB ailesinin ilging bir liyesi de, transkripsiyonu desteklemek i¢in belirli NF-xB
alt birimleri ile etkilesimler yoluyla islev goren Bel-3'tiir (36). Bcl-3, klasik olmayan
IkB ailesine ait ilk klonlanmig proteindir ve sitoplazma yerine ¢ekirdekte islev goriir
(22, 34). Bcl-3, TAD alanindan yoksun p50 ve p52 alt birimini i¢eren heterodimerlere
spesifik olarak baglanan NF-kB aktivitesinin bir inhibitorii olarak tanimlanmistir (30).
p50 ve p52'nin aksine, Bcl-3 ayirt edici bir TAD bolgesi olusturur (18, 27). Bcl-3'in
p50 veya p52'ye baglanmasi, komplekse transkripsiyonel aktivite saglar (4, 34). Ote
yandan Bcl-3, hedef genlerin kB bolgesindeki p5S0 homodimerlerini stabilize ederek bir
baskilayici olarak da iglev gorebilir (4, 30).

IkBNS baslangicta timosit TCR stimiilasyonu iizerine, NF-xB DNA baglama
aktivitesini inhibe eden, ancak ¢ekirdege translokasyonunu engellemeyen, hizli bir
sekilde indiiklenen bir gen olarak tanimlandi (2, 30). Bu da ¢ekirdek i¢inde NF-kB'yi
negatif olarak diizenleyebilecegini diisindiirdii (30). IkBNS'nin se¢ici olarak IL-6'ya
alindigi, ancak TNF-a promotériine degil, LPS ile indiiklenen IL-6 iiretimini baskiladig
gosterildi (30).

Genel olarak, NF-xB'min aktivasyonu, IkB molekiillerinden salinmasiyla
gerceklesir (19,27). Bu, inhibitorlerin proteazomal bozunmasiyla veya onciilerin kismi
bozunmasiyla elde edilir (27). Bu ubiquitination enzimleri, tanima bolgesi olarak
substrat lizerinde spesifik bir ¢ift fosforilasyon gerektirir (2, 18).

Sitokinler, viral ve bakteriyel patojenler ve stres indiikleyici ajanlar (TNFa, IL-
1b,..) dahil olmak {izere ¢oklu uyaranlara yanit olarak, IkB'ler aktive edilmis IKK
kompleksi tarafindan fosforile edilir (19, 20). IkB'nin IKK ile indiiklenen
fosforilasyonu, IkBa i¢in Ser-32 ve Ser-36 serin tortulari lizerinde ve IxBp i¢in Ser-19
ve Ser-23 iizerinde meydana gelir ve 26S proteozom tarafindan inhibitdr alt biriminin
bozulmasina yol agar (18, 24). Bu siire¢, NF-kB'yi aktive eder. Aktif NF-«kB ¢ekirdege
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yer degistirir ve spesifik genlerin promotor veya gliclendirici bolgelerindeki DNA

baglama bolgesine baglanarak transkripsiyonu aktive eder (1, 15).

2.4. IkB Kinaz (IKK) Kompleksi

NF-kB sinyal yolundaki énemli bir adim, NF-kB ile inhibitor IkB arasindaki
etkilesimin  diizenlenmesidir (2). NF-xB aktivasyonunun IKKo veya IKKf
aktivasyonunu gerektirdigi genel olarak kabul edilir. Bu nedenle, IKK aktivitesinin
diizenlenmesini anlamak, NF-kB'nin aktivasyonunu anlamak i¢in merkezi Oneme
sahiptir (23, 32).

NF-kB’nin aktivasyonuna yol acan tiim uyaranlara yanit olarak IkB
fosforilasyonunun kontrolii, IxkB kinaz kompleksi (IKK)’nin omuzlarinda bulunur (19,
32). 1997°de sitokin kaynakli HeLa hiicrelerinden saflastirilmis 700-900 kDa'lik
agirlikta IKK kompleksi, fonksiyonel olarak pleiotropiktir ve inflamasyon, otofaji,
insiilin sinyali ve DNA hasar yanit1 dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik siirecte 6nemli
roller oynar (17, 29).

IKK, NF-kB inhibitorii IxkB'nin SRD’sindeki iki serin tortusunu fosforile eder ve
bu inhibitorii ubikuitin-proteazom yolu ile bozunma igin hedefler (11, 37). Aktif kalan
NF-kB daha sonra, immiin ve inflamatuar yanitlara katkida bulunan hedef genlerin

indiiklenmesi igin ¢ekirdege girmek iizere serbest birakilir (9, 37).

2.4.1. IKK Kompleksini Olusturan Proteinlerin Yapisal Analizi

IKK kompleksi iki kinaz alt biriminden, IKKa (IKK1) ve IKKp (IKK2) ve
diizenleyici bir alt birim olan IKKy'den (NEMO) olusur (11, 24, 28, 33). IKKa ve IKKf
sirasiyla 85 ve 87 kDa'lik molekiiler kiitlelerdir ve amino asit seviyesinde %50 6zdeslik
sergilerler (24, 29). NEMO olarak da bilinen IKKy de 49 kDa’dan olugsmaktadir (22,
23). Bu polipeptitlerden IKKa ve IKKf, kinazin katalitik alt birimleri olarak hizmet

ederken, {igiincii polipeptit olan IKKy, diizenleyici alt birim olarak hizmet eder (19).
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Sekil 2.7. IKK kompleksinin genel yapisi.

IKK aktivasyonu ayni zamanda saglam bir IKKy alt biriminin varligina baglidir
(20, 24). IKKYy, 1998'de Alain Isra€l'in laboratuvarinda klonlanmis a-sarmal bolgelerden
olusur (19, 29). IKKy, herhangi bir kinaz alanina veya katalitik aktiviteye sahip
olmayan ancak IKKa ve IKKB'nin kinaz aktivasyonu i¢in énemli olan diizenleyici bir
alt birimdir (9, 33). NEMO, bir C-terminal ¢inko parmak motifi (ZF) (390-412), bir
16sin fermuari (LZ) (303-337), ve N-terminal ve C-terminal iki bobin sarmal alani, CC1
(93-231) ve CC2 (234-286) igerir (23, 37).

Sekil 2.8. NEMO dimerinin bosluk-doldurma modeli ile gosterimi.

IKKp'nin eylemleri, biiyiik olgiide IKKy ile etkilesimine baghdir (1, 34).
IKKo'nin C-terminalinde benzer bir dizi mevcut olmasina ragmen, IKKa ve IKKy
arasindaki etkilesim, IKK [ ve IKKYy arasindaki etkilesimden ¢ok daha az gii¢liidiir (34).

IKKa'nin bagisiklik sistemindeki ana islevi, ikincil lenfoid organlarin gelisimi,
organizasyonu ve B hiicresi olgunlasmasi ile ilgiliyken, IKKp, dogustan gelen
bagisiklik tepkilerinin aktivasyonu ve bagisiklik hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in esastir
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(34). IKKa ve IKKB'nin yapisal benzerligine ragmen, biyolojik islevdeki bu farklilik
olduke¢a sasirticidir ve genetik ¢alismalar, IKKa'dan ziyade IKKB'nin aktivasyonunun,
proinflamatuar uyaranlarin NF-«kB fonksiyonunu indiikledigi birincil yola katildigini
gostermektedir (24, 32). Biiyiikk olasilikla, IKKa ve IKKP'nin islevleri arasindaki
biyolojik farkliliklar, diizenlemelerindeki ve substrat o6zgiilliiklerindeki biyokimyasal
farkliliklardan kaynaklanmaktadir (34).

IKKo ve IKK alt birimlerinin kabaca ilk 300 amino asitleri, agik¢a tanmabilir
bir kinaz alani igerir (22). Bunu, ubiquitin ile uzak homoloji sergileyen kisa bir bolge
takip eder (22). IKKa ve IKKp, bir N-terminal katalitik alani, homodimer ve
heterodimer olusumunda yer alan merkezi olarak konumlandirilmig bir LZ motifi ve bir
C-terminal sarmal-ilmek-sarmal (HLH) alan1 dahil olmak tizere benzer islevsel alanlara
sahiptir (24, 34). IKKa:IKKp heterodimerlerinin 6nce olusmasi ve ardindan dimer
olusumuna aracilik eden IKKy ile etkilesime girmesi miimkiindiir (19). IKKa ve IKKf
sadece serinlerde fosforile edilirken IKKy serin ve treonin iizerinde fosforile edilir (4,
19). IKKa ve IKKp’nin serin fosforilasyonu [IKKa i¢in serin 176 ve 180; IKKp i¢in
serin 177 ve 181], konformasyonel degisiklik ve kinaz aktivasyonu ile sonuglanir (4,
19).

2.5. Kanonik (Klasik) ve Kanonik Olmayan (Alternatif) Sinyal Iletim
Yollan

Son yillarda, NF-xB’nin aktivasyonu i¢in en az iki ayr yol oldugu anlagilmistir
(5, 16). NF-kB aktivasyonu, sinyal mekanizmasindaki farkliliklara ragmen, her ikisi de
immiin ve inflamatuar yanitlar1 diizenlemek icin 6nemli olan, kanonik ve kanonik
olmayan yollar olmak tizere iki sinyal yolu igerir (13, 25). Her iki yolun aktivasyonu, bu
molekiillerin bazilarina kovalent olarak bagli olan spesifik poli-ubikitin kisimlari
yoluyla sinyal molekiillerinin etkilesimlerini gerektirir (22, 25).

Kanonik yol, cesitli sitokin reseptorlerinin ligandlari, patern tanima reseptorleri
(PRR'ler) ve TNFa tarafindan uyarilan TNF reseptorii (TNFR) siiper ailesi liyelerinin
yan1 sira T ve B hiicresi reseptorii (TCR/BCR) dahil olmak iizere gesitli uyaranlar
tarafindan tetiklenir (18, 36). Degismez bir sekilde, inflamasyon bolgelerindeki NF-«kB
aktivitesi, aktif IKKP proteinlerinin araciligiyla RelA veya c-Rel iceren komplekslerin
aktivasyonu ve IkBa, IkBp ve p105'in bozunmasi ile iliskilidir (18, 33).

Alternatif yol, TNF-ailesi sitokinler, lenfotoksin B reseptorii (LTBR), CD40
ligand1 (CD40L), B hiicresi aktive edici faktor (BAFF) ve NF-«kB ligandinin reseptor
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aktivatorii (RANKL) tarafindan aktive edilir ancak TNFa tarafindan etkinlestirilmez
(14, 21, 23, 24).

Hem kanonik olarak adlandirilan hem de kanonik olmayan NF-kB sinyal yollari,
bagisiklik sisteminin isleyisinde onemli roller oynar, ancak rolleri sasirtici derecede
farklilik gostermektedir (4, 35). Kanonik yol, bagisiklik tepkisi sirasinda lenfoid
hiicrelerin proliferasyondan oldugu kadar inflamasyonun diizenlenmesinden de biiyiik
Olclide sorumluyken, alternatif yol, etkili bir bagisiklik tepkisinin kurulmasini saglayan
lenfoid organlarin gelisimi (adaptif bagisiklik sistemi) ile iliskilidir (10, 24). Asagida
aciklandigi gibi, bu yollarin biyokimyasal 6zellikleri bu islevsel ayrimi yansitir: kanonik
yol hizli hareket eder (dakikalar i¢inde yanit verir) ve ¢oklu negatif geri besleme
mekanizmalarmin varligi nedeniyle tersine ¢evrilebilirken, kanonik olmayan yol sabit
protein sentezine baghdir ve daha yavag yanit verir (saatler ve giinler boyunca) ve uzun

stireli niikkleer NF-«B aktivitesi saglar (4, 31, 35).

Kanonik (Klasik) Yol Alternatif (Kanonik olmayan) Yol

TNF, IL-1, TLR LT, CD40OL, BAFF

]
L/

(IKK)

Sekil 2.9. Kanonik ve alternatif NF-xB sinyal yollari.

Ek olarak, alternatif NF-«xB aktivasyonu, [kBa bozulmasini icermez, daha ziyade

IKKa tarafindan pl00'in indiiklenebilir fosforilasyonu ile karakterize edilir ve bu,
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RelB/p52 heterodimerlerinin aktivasyonuna yol acar (23, 34). p100'in islenmesi, olgun
p52'nin tiretilmesi ve alternatif NF-kB kompleksi p52/RelB'nin niikleer translokasyonu
ile sonuglanir (16, 27, 36). Bu iki yol arasindaki en Onemli ayrim, pl00
fosforilasyonuna aracilik etmek i¢in IKKa'y1r aktive eden ve islevsel olarak isbirligi
yapan NF-«xB'yi indiikleyen kinaz (NIK)’dir (11, 29). NIK, timor nekroz faktorii sitokin
ailesinin belirli liyeleri tarafindan tetiklenerek IKKo homodimerlerini aktive eder (14,
34).

Her iki yol da, IKK kompleksinin bilesenlerine baghdir (10, 16). IKKa ve
IKKa'ya bagimlilik genellikle kanonik ve alternatif sinyal yollar1 arasinda ayrim
yapmak i¢in kullanilir (17). IKKp, IkB'lerin fosforilasyonu yoluyla kanonik yolun
aktivasyonunu diizenler ve IKKy alt birimini gerektirir, ancak IKKa'y1 gerektirmez;
oysa IKKa tek basina, p52'min 6nciisii olan p100'in fosforilasyonu ve islenmesi yoluyla
alternatif yolun aktivasyonu i¢in gereklidir, ancak bu hem IKKf'den hemde IKKy’den
bagimsizdir (28, 35). Calismalar, IKKy ve IKKf alt birimlerinin, IkBa fosforilasyonu
ve kanonik NF-kB aktivasyonu igin gerekli oldugunu, alternatif yolun ise hem IKKy
hem de IKKf'den bagimsiz oldugunu gostermistir (10, 14).

Kanonik ve alternatif yollardan kaynaklanan dimerler, en yaygin olarak
tiretilenler (RelA-p50, c-Rel-p50, RelB-p52) olsa da, diger heterodimer tiirleri (c-Rel-
RelA, c-Rel-c-Rel) ) veya homodimerler (p50—p50 ve p52—p52) de iiretilebilir (18). Her

NF-«kB dimerinin farkli diizenleyici fonksiyonlara sahip olmasi muhtemeldir (18).

2.6. Borik Asit

Bitkiler icin esansiyel bir element olan bor mineralinin, insan ve hayvan sagligi
tizerine birgok metabolik ve biyokimyasal etkisi oldugu iyi bilinmektedir (7,8,38). Bor
bilesikleri yiizyillardir bilinmesine ragmen element olarak ilk kez 1808 yilinda Sir
Humphry Davy, Gay Lussac ve Thenard tarafindan es zamanl olarak kesfedilmistir (8,
39).

Bor, periyodik tablonun 3A grubunda ilk sirada yer alan, ‘B’ simgesiyle
gosterilen, atom numarasi 5, atom kiitlesi 10.811 g/mol olan yar1 iletken ve yar1 metal
olan bir elementtir (8, 38). Havada, toprakta ve suda 250’den fazla bilesiginin mevcut
oldugu bilinmektedir (38, 39).

Bor; oksijen, hidrojen ve su ile tepkimeye girebilir, su ile tepkimeye girdiginde

borik asit (H3BO3) ve ¢esitli bor bilesenleri olusur (7, 39). Borik asit kiigiik, yiiksiiz bir
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molekiil olup hacmi 71.5 A, pKa's1 9.25 olan zayif bir Lewis asididir (8). Ek olarak, toz
ve kristal graniiler halde bulunmasina karsin suda ¢ok ¢abuk eriyebilirler (38).

Diinyada bor kaynaklarinin dagilimina bakildiginda %73.8’lik bir paya sahip
olan Tiirkiye birinci siradadir (38). En 6nemli bor kaynaklar1 yeryiizii sular1 ve topraktir
(8). Bor toprak ve sudan bitkilere, bu vasitalarla da insan ve hayvanlara geger (38, 40).
Saglikli insanlarda bor seviyeleri 15 ile 80 ug/kg arasinda degismektedir (8). Yetersiz
bor alimmin bagisiklik cevabinin zayiflamasina neden olabildigi yapilan ¢alismalarla

gosterilmistir (7).

Sekil 2.10. Borik asitin yapisi

Bor, diisiik konsantrasyonlarda biyolojik sistemler iizerinde genis bir fizyolojik
etkiye sahipken, yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki olusturabilir (8). Bor
mineralinin fazla veya eksik tiiketimiyle birlikte insan viicudunda bir¢ok anormallik
goriilmektedir (7). Bu yilizden viicuda alinan bor miktarina dikkat edilmesi gereklidir (7,
40).

Bor bilesiklerinin kullanim alanlar1 olduk¢a fazladir. Ozellikle son yillarda
canlilarin beslenmesinde organik mineral kavraminin gelismesi ile bor elementinin
biyolojik 6nemi anlasilmis ve saglik iizerine olan etkilerini arastiran klinik ve deneysel
caligmalar yapilmaya baslanmistir (7, 39). Bor kalsiyum metabolizmasi, kemikler ve
immun sistem basta olmak {izere birgok fizyolojik siireci etkilemektedir (7, 38). Bor,
baz1 iltithapli hastaliklarda (eklem sismesi gibi) spesifik enzimlerin aktivitelerini
baskilayarak inflamatuar yamitta rol aldigi bilinmektedir (8). Ayrica borun,
gastrointestinal sistemi ve mineral metabolizmasini etkiledigi de bilinmektedir (7). Bor

bilesiklerinin oral yolla alindiginda, gastrointestinal sistemde hizli bir sekilde borik
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aside doniistiiriildiigl, neredeyse tamaminin borik asit seklinde emilerek kan araciligi ile
dokulara dagildig: belirtilmektedir (39).

Bu dagilimin 6nceki yillarda sadece pasif difiizyon ile oldugu disiiniilmekte
iken, 2004 yilinda, sodyum bagimli borat tasiyic1 1 (NABC1) izole edilmesinden sonra
bu diisiince degismis ve borun hiicreye alinmasinda hem pasif diflizyonun hem de
NABCI’in etkili olacag: diisliniilmeye baslanmistir (39). Ayrica bor bilesiginde bor-
oksijen bagini kirmak i¢in gereken enerji ¢ok yiiksek oldugundan bor bilesiginin
metabolize edilmeden viicuttan atildig1 da ileri siiriilmektedir (39).

Ek olarak proteomik analizler, toksik borik asit seviyelerinin varliginda
ekspresyonu artan proteinlerin oldugunu gostermistir. Tim bu genler ve proteinler,
hiicre i¢inde daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyan farkli yollar: gosterir (8).

Bor elementi ile ilgili ¢alismalar genellikle bitki ve hayvanlar {izerinde
yapilmistir. Bu nedenle bu konuyla ilgili insanlar tizerinde yapilan arastirmalara ihtiyac
duyulmaktadir. Insanlar iizerindeki bor etkinligini aciklayabilmek icin aydinlik
getirilmesi gereken en 6nemli konulardan biri Bor’un eksik ve fazla alimlarinda ortaya
cikacak durumlardir (40). Borun insan ve hayvan metabolizmasinda etkiledigi

enzimlerle ilgili kesin sonuglara ulagsmak i¢in yapilan ¢alismalar devam etmektedir (38).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada, HEK293 hiicreleri model olarak kullanilarak borik asitin NF-
kB yolagini regiile edebilme kapasitesi arastirilmistir. Kullanilacak hiicre hattinda
NF-kB transkripsiyon faktoriiniin baglanacagi bir promoétor bolgesi kontroliinde
bulunan yesil floresan protein (GFP) ifadelenme kaseti genoma entegre edilmis

sekilde bulunmaktadir. Calismanin is akis plani ise Sekil 3.1°de gosterilmistir.

HEK293 hiicreleri cogaltilir
\o%
S

1-Kontrol grubu

2- Borik asit eklenmis grup Yasayan hiicreler Flow sitometri analizi

||

3- TNFa eklenmis grup X

4- TNFa + Borik asit
eklenmis grup

Sekil 3.1. Is akis plan

3.1. Materyal

Hiicre kiltiirii caligmalarinda NF-kB-GFP belirteg sistemi entegre edilmis
transgenik bir HEK293 (insan embriyonik bobrek 293) hiicre hatti kullanilmustir.
Hiicreler, Bogazi¢i Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Ogretim

Uyesi Prof. Dr. Batu Erman’dan temin edilmistir. Yardimlari i¢in tesekkiir ederiz.
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Sekil 3.2. HEK293 hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii (10X)

Tablo 3.1. Kimyasal Listesi

Kimyasal Uretici

TNFa Cell Signaling Technology
Borik asit Pancreac Applichem

FBS Gibco

PBS NutriCulture
Tripsin-EDTA Capricorn

DMEM (High G.) Multicell

DMSO Fisher Sci.

Pen/Strep. Gibco

Etil Alkol Sigma
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Tablo 3.2. Deney cihazlari listesi

Cihaz Marka
Hassas terazi Shimadzu
Mikrosantrifiij VWR
Sogutmali santrifiij cihazi Niive
Inkiibator Niive

-80° ultra sogutucu

Thermo Scientific

Distile deiyonize su {initesi

Millipore

Otoklav

Niive

-20° derin dondurucu

Ugur, Argelik

Mikroskop Olympus
Akis sitometre cihazi BD Accuri™ C6 Plus
Terazi Kern
Vorteks VWR
3.2. Metot

3.2.1. insan TNF-a ve Borik Asit Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Liyofilize halde temin edilen 10ug TNF-a, 1% FBS (Fetal Sigir Serumu) igeren
400ul steril 1X PBS igerinde oda sicakliginda 30 dakika boyunca yavasga vortekslenip
cozdiilerek 25ug/ml stok ¢ozeltisi hazirlandi ve deneysel kullanima kadar -20 °C’de
sakland1.

Borik asitin hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanimi i¢in, hassas terazide 309.15
mg kat1 borik asit tartild1 ve bir miktar steril saf su icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra, son
hacim 100 ml olacak sekilde 50 mM borik asit ¢ézeltisi hazirlandi. Hazirlanan borik asit

¢ozeltisi, hiicre kiiltiirli uygulamalarina kadar +4°C’de saklandi.

3.2.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

-80 °C’de kriyojenik tiiplerde saklanan 1 ml HEK293 hiicre ¢ozeltisi iizerine
hizl bir sekilde 37 °C’de ilitilmis bir miktar besi yeri eklenerek ¢ozdiiriildii ve toplamda
5 ml olacak sekilde steril falkon tiiplere alindi. 1000 rpm’de 7 dakika santrifiij islemi
uygulandi ve iistte kalan siipernatant kismi uzaklastirildi. Tiip igerisinde kalan hiicre

pelleti iizerine 5 ml besiyeri (% 10 fetal sigir serumu, L-glutamin ve %1
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penisilin/streptomisin ile desteklenmis Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM))
eklenerek 25 cm?lik kiiltiir flasklarina transfer edildi. Inverted mikroskop yardimiyla
flask icerisindeki hiicreler kontrol edildikten sonra %5 CO: igeren nemlendirilmis
inkiibatorde 37 °C’de kiiltiire edildi.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Kiiltiir boyunca, 24 saatlik periyodlar halinde, inverted mikroskop yardimiyla
hiicrelerin tutunmasi, gelisimi ve kontaminasyon ac¢isindan kontrolleri yapildi. Hiicreler,
flaskin tabaninin yaklasik % 80’ini kapladiktan sonra pasaj i¢in hazirlandi. Bu islem
icin, eski besiyeri steril serolojik pipet ile flasktan uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin
tizerine 1.25 ml % 0.25’lik 1X Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 37°C’lik
inkiibatorde yaklasik 5 dk boyunca bekletildi. Flask tabanindan kalkmis hiicrelerin
tizerine 3.75 ml taze besiyeri eklendikten sonra steril falkon tiipe alinarak 1000 rpm’de
7 dakika santrifiij edildi. Stipernatant kism1 uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti {izerine
yeterli miktarda taze besiyeri eklenerek silispanse edildi ve diger deneysel

uygulamalarda kullanim1 i¢in hazirlandi.

3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Pasajlama sirasinda elde edilen hiicrelerin bir kismi diger deneysel ¢aligsmalar
icin ayrildi ve kalan hiicre soliisyonuna hiicre kiiltiiriine uygun %10 DMSO eklendikten
sonra kriyojenik tiiplere alindi. Sonraki kullanimlar i¢in -80°C’de ve daha uzun siireli

depolama igin s1v1 azot igerisinde saklandi.

3.2.5. Hiicrelere TNFo’nin Uygulanmasi

Pasajlama yapilarak ekim icin hazir hale getirilmis hiicre soliisyonu, her birine 2
ml taze besiyeri eklenmis 6 kuyucuklu kiiltiir plakasina esit sekilde paylastirildi. Hiicre
homojenizasyonu icin yavas bir sekilde karistirildiktan sonra hiicre biiylimesi igin
uygun inkiibatore alindi. Yaklasik 24 saatlik inkiibasyondan sonra, inverted
mikroskopta kontrolleri yapilarak eski besiyerleri uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 2
ml taze besiyeri eklendi. Ardindan, kontrol i¢in ayrilmis bir kuyucuk disinda digerlerine
strastyla 10, 20, 30, 40 ve 50 ng/mL. TNFa eklendi. TNFa’nin besi yeri icerisinde esit
sekilde dagilmasi icin plaka hafifce c¢alkalandiktan sonra 12 saatlik muamele igin
inkiibatore alindi. Siire sonunda, hiicrelere 500°er pL, 0.25%’lik tripsin ¢ozeltisi

eklenerek 37 °C’lik inkiibatérde 5 dakika bekletildi ve hiicrelerin kalkmasi saglandi.
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Daha sonra hiicrelerin tlizerine 1’er ml taze besi yeri eklenerek steril eppendorf tiiplere
alindi. Santriflij isleminden sonra her bir pellet iizerine 250 pl steril PBS eklenerek

yavasca karistirildi ve 96 well plate icerisinde akis sitometre cihazinda analiz edildi.

3.2.6. Hiicrelere Borik Asit’in Uygulanmasi

Pasajlama yapilarak ekim i¢in hazir hale getirilmis hiicre soliisyonu, her birine 2
ml taze besiyeri eklenmis 6 kuyucuklu 2 kiiltiir plakasina esit sekilde paylastirildi.
Hiicre homojenizasyonu i¢in yavas bir sekilde karistirildiktan sonra hiicre biiyiimesi i¢in
uygun inkiibatére alindi. Yaklasitk 24 saatlik inkiibasyondan sonra, inverted
mikroskopta kontrolleri yapilarak eski besiyerleri uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 2
ml taze besiyeri eklendi. Ardindan, kontrol i¢in ayrilmis bir kuyucuk disinda digerlerine
sirastyla 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 ve 225 uM borik asit eklendi. Borik
asit’in besi yeri icerisinde esit sekilde dagilmasi i¢in plakalar hafifce ¢alkalandiktan
sonra 12 saatlik muamele i¢in inkiibatdre alindi. Siire sonunda, hiicrelere 500°er uL,
0.25%’lik tripsin c¢ozeltisi eklenerek 37°C’lik inkiibatorde 5 dakika bekletildi ve
hiicrelerin kalkmasi saglandi. Daha sonra hiicrelerin {izerine 1’er ml taze besi yeri
eklenerek steril eppendorf tiiplere alindi. Santrifiij isleminden sonra her bir pellet
tizerine 250 pl steril PBS eklenerek yavasga karistirildi ve 96 well plate igerisinde akis

sitometre cihazinda analiz edildi.

3.2.7. Hiicrelere TNFa ve Borik Asit’in Birlikte Uygulanmasi

Pasajlama yapilarak ekim i¢in hazir hale getirilmis hiicre soliisyonu, her birine 2
ml taze besiyeri eklenmis 6 kuyucuklu 2 kiiltiir plakasina esit sekilde paylastirildi.
Hiicre homojenizasyonu i¢in yavas bir sekilde karistirildiktan sonra hiicre biiylimesi i¢in
uygun inkiibatore alindi. Yaklasik 24 saatlik inkiibasyondan sonra, inverted
mikroskopta Kontrolleri yapilarak eski besiyerleri uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 2
ml taze besiyeri eklendi. Ardindan, kontrol i¢in ayrilmis bir kuyucuk disinda digerlerine
stirastyla 10’ar ng/pl TNFa eklendi. TNFa eklenmis kuyucuklarin {izerine sirasiyla 10,
25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 ve 225 uM borik asit eklendi. Plakalar yavas¢a
calkalandiktan sonra 12 saatlik muamele i¢in inkiibatore alindi. Siire sonunda, hiicrelere
500’er puL, 0.25%’lik tripsin ¢ozeltisi eklenerek 37°C’lik inkiibatorde 5 dakika bekletildi
ve hiicrelerin kalkmasi saglandi. Daha sonra hiicrelerin tizerine 1’er ml taze besi yeri

eklenerek steril eppendorf tiiplere alindi. Santrifiij isleminden sonra her bir pellet
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tizerine 250 pl steril PBS eklenerek yavasca karistirildi ve 96 well plate igerisinde akis

sitometre cihazinda analiz edildi.

3.2.8. Akis Sitometre Analizi

Siispanse edilen hiicre numuneleri, 96 kuyucuklu plakalarda dogrudan akis
sitometresine verildi. Akis sitometre analizi i¢in, BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer
(BD Life Sciences, San Jose, CA, 95131, USA) kullanildi. Numune basina maksimum
10.000 olay (hiicre) analiz edildi ve 6lii hiicreler ve hiicre kalintilari, ileri (FSC) ve yan
sacilim (SSC) 151k gecisine dayali olarak analizden ¢ikarildi. GFP, mavi bir lazer (488
nm) tarafindan uyarildi ve FL1 kanalinda 530/30 nm bandpass filtre kullanilarak
floresan tespit edildi. GFP kat floresans yogunlugu, BD Accuri™ C6 Plus software
kullanilarak TNFa ve borik asit uygulanmis hiicre popiilasyonunun FL1 floresan sinyali
kontrol hiicrelerinin (TNFo ve borik asit uygulanmamis) otofloresan FL1 sinyaline

boliinmesiyle elde edildi.

Sekil 3.3. Ol¢iim yapilan akis sitometri cihazi

3.2.9. istatiksel Analiz

TNFa ve borik asit uygulanmig hiicrelerin GFP yogunlugunun ortalamasi ve
standart sapmast, {i¢ bagimsiz biyolojik deneyden hesaplandu. Istatistiksel testler igin iki

orneklem konum t-testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. TNFa Uygulanmis HEK293 Hiicrelerinin GFP Ekspresyon Analizi

Farkli dozlarda TNFa uygulanmis HEK293 hiicrelerinin GFP yogunluk ve kat
yogunluk degerleri Tablo 4.1°de verilmistir. 12 saatlik TNFa uygulamasindan sonra,
akis sitometresi ile toplamda maksimum 10.000 hiicre analiz edilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda, HEK293 hiicrelerinin genomuna entegre GFP proteini
bulundugundan, kontrol grubunda bir miktar GFP ekspresyonu gézlemlenmistir. Belirli
dozlarda TNFa verildiginde ise, hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla 6-8 kat daha yogun
GFP ekspresyonu belirlenmistir. 10 ng/ml TNFa uygulandiginda, hiicrelerde yeterince
GFP ekspresyon yogunlugunu arttirdigt gozlemlenmistir (p<0.0001) ve diger

asamalarda bu doz kullanilmistir.

Tablo 4.1. HEK293 hiicrelerinde, farkli konsantrasyonlarda TNFa uygulamasi sonrasi
GFP Yogunluk Ortalamas1 + Standart Sapma Degerleri ve Kat Yogunluk

Degerleri

Gruplar GFP Yogunluk Kat Yogunluk
Ortalamasi + Standart  (Deger/Kontrol)
Sapma Degerleri

Kontrol 3110 + 329.15 1

10 ng/ml TNFa 22128 +503.78 7.11

20 ng/ml TNFa 20125 + 975.10 6.47

30 ng/ml TNFa 26538 + 1035.94 8.53

40 ng/ml TNFa 22867 + 1650.85 7.35

50 ng/ml TNFa 22305 + 1329.15 7.17

4.2. Borik Asit Uygulanmus HEK293 Hiicrelerinin GFP Ekspresyon Analizi

Farkli dozlarda borik asit uygulanmis HEK293 hiicrelerinin GFP yogunluk ve

kat yogunluk degerleri Tablo 4.2°de verilmistir. 12 saatlik Borik asit uygulamasindan
sonra, akig sitometresi ile toplamda maksimum 10.000 hiicre analiz edilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda, belirli dozlarda borik asit uygulandiginda, hiicrelerde kontrol

grubuna kiyasla daha diisiik yogunlukta GFP ekspresyonu gézlemlenmistir.
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Tablo 4.2. HEK293 hiicrelerinde, farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulamasi
sonrast GFP Yogunluk Ortalamasi + Standart Sapma Degerleri ve Kat
Yogunluk Degerleri

Gruplar GFP Yogunluk Kat Yogunluk
Ortalamasi + Standart  (Deger/Kontrol)

Sapma Degerleri

Kontrol 3110 + 329.15 1

10 pM Borik asit 2042 +51.10 0.65
25 pM Borik asit 2936 + 75.37 0.94
50 uM Borik asit 2402 + 379.70 0.77
75 uM Borik asit 2227 +£79.21 0.71
100 pM Borik asit 2491 + 313.13 0.80
125 puM Borik asit 2162 +51.58 0.69
150 puM Borik asit 2338 £ 150.79 0.75
175 pM Borik asit 2290 + 190.65 0.73
200 pM Borik asit 3062 + 86.55 0.98
225 uM Borik asit 3109 + 52.66 0.99

4.3. TNFa ve Borik Asit Birlikte Uygulannms HEK293 Hiicrelerinin GFP

Ekspresyon Analizi

Tablo 4.3’de hiicrelerin her birine 10 ng/ml TNFa ve farkli dozlarda borik asit
uygulanmis HEK293 hiicrelerinin GFP yogunluk ve kat yogunluk degerleri verilmistir.
12 saatlik TNFa + Borik asit uygulamasindan sonra, akis sitometresi ile toplamda
maksimum 10.000 hiicre analiz edilmistir. Bu degerlendirme sonucunda, GFP yogunluk
degeri hiicrelere 10 ng/ml TNFa verildigi zaman kontrol grubuna gore 7 kat civarinda
artmistir, fakat 10 ng/ml TNFa + farkli dozlarda borik asit verildiginde ise, GFP

yogunlugunun azaldigi gozlemlenmistir.
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Tablo 4.3. HEK293 hiicrelerinde, 10 ng/ml TNFa + farkli konsantrasyonlarda borik asit
uygulamasi sonrast GFP Yogunluk Ortalamasi = Standart Sapma Degerleri,

Kat Yogunluk ve p Degerleri

Gruplar GFP Yogunluk
Saptanan GFP
Ortalamasi + Kat Yogunluk
Kat Yogunluk
Standart Sapma (Deger/Kontrol)
p Degerleri
Degerleri
Kontrol
3110 +329.15 1
10 ng/ml TNFa
22128 +503.78 7.11 p<0.0001
10 ng/ml TNFo +
17388 + 788.65 5.59 p=0.0020
10 uM Borik asit
10 ng/ml TNFa +
16256 + 249.79 5.22 p=0.0001
25 pM Borik asit
10 ng/ml TNFa +
16415 + 204.49 5.27 p=0.0001
50 pM Borik asit
10 ng/ml TNFa +
13435+ 116.76 431 p<0.0001
75 pM Borik asit
10 ng/ml TNFa +
14735 + 1416.62 4.73 p=0.0022
100 pM Borik asit
10 ng/ml TNFa +
16323 + 355.74 5.24 p=0.0002
125 puM Borik asit
10 ng/ml TNFa +
15200 + 828.65 4.88 p=0.0005
150 pM Borik asit
10 ng/ml TNFa +
13465 + 1604.82 4.32 p=0.0019
175 uM Borik asit
10 ng/ml TNFa +
14184 + 1074.51 4.56 p=0.0007
200 pM Borik asit
10 ng/ml TNFa +
225 pM Borik asit 12216 + 653.20 3.92 p<0.0001
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Sekil 4.1. Borik asit, TNFa, ve TNFa + borik asit uygulamalarimin GFP yogunluk
grafigi




Sekil 4.1.’de borik asit, TNFa ve TNFa + borik asit uygulamalarinin HEK293
hiicresinde analiz edilmis GFP ekspresyon yogunluk degerleri gosterilmistir.

10 ng/ml TNFa uygulanmis HEK293 hiicrelerine, farkli konsantrasyonlarda
borik asit uygulandiginda her bir borik asit uygulamasi, TNFa ile ekspresyon yogunlugu
arttirtlmis GFP i¢in istatistiksel anlamli bir azalma saglamistir. Tablo 4.3’te her grup
icin TNFa ve borik asit + TNFo uygulamalar1 arasindaki GFP yogunlugu agisindan
istatistiksel p degerleri gosterilmektedir. Degerlendirmelerde istatistiksel anlamlilik i¢in

p<0.05 esas alinmistir ve p > 0.05 degerleri istatistiksel anlamli farkin olmadigini temsil

etmektedir.
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(HEK293 hiicrelerinde GFP kat yogunluk analizi. (A) HEK293 kontrol grubu, (B) 10 pM borik asit
uygulanmis, (C) 10 ng/ml TNFa uygulanmis, (D) 10 ng/ml TNFa + 10 uM borik asit uygulanmis
HEK?293 hiicreleri akig sitometri GFP (FITC) yogunluk histogram goriintiileri. (E) GFP kat yogunluk
ortalamalar1 + standart sapma iiglii paralel tekrar 6lglimii siitun grafigi. Gruplar arasindaki istatistiksel p
degerleri, Student’s T testi ile elde edilmistir).

Sekil 4.2. HEK293 hiicrelerinde 10 uM borik asitin GFP kat yogunluk analizi.
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(HEK293 hiicrelerinde GFP kat yogunluk analizi. (A) HEK293 kontrol grubu, (B) 25 uM borik asit
uygulanmis, (C) 10 ng/ml TNFa uygulanmis, (D) 10 ng/ml TNFa + 25 uM borik asit uygulanmis
HEK293 hiicreleri akis sitometri GFP (FITC) yogunluk histogram goriintiileri. (E) GFP kat yogunluk
ortalamalar1 + standart sapma tiglii paralel tekrar 6l¢limii siitun grafigi. Gruplar arasindaki istatistiksel p
degerleri, Student’s T testi ile elde edilmistir).

Sekil 4.3. HEK293 hiicrelerinde 25 uM borik asitin GFP kat yogunluk analizi.
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(HEK293 hiicrelerinde GFP kat yogunluk analizi. (A) HEK293 kontrol grubu, (B) 75 uM borik asit
uygulanmis, (C) 10 ng/ml TNFa uygulanmis, (D) 10 ng/ml TNFa + 75 uM borik asit uygulanmis
HEK293 hiicreleri akis sitometri GFP (FITC) yogunluk histogram goriintiileri. (E) GFP kat yogunluk
ortalamalar1 + standart sapma tiglii paralel tekrar 6l¢limii siitun grafigi. Gruplar arasindaki istatistiksel p
degerleri, Student’s T testi ile elde edilmistir).

Sekil 4.4. HEK293 hiicrelerinde 75 pM borik asitin GFP kat yogunluk analizi.
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(HEK293 hiicrelerinde GFP kat yogunluk analizi. (A) HEK293 kontrol grubu, (B) 175 uM borik asit
uygulanmis, (C) 10 ng/ml TNFa uygulanmis, (D) 10 ng/ml TNFa + 175 pM borik asit uygulanmis
HEK293 hiicreleri akis sitometri GFP (FITC) yogunluk histogram goriintiileri. (E) GFP kat yogunluk
ortalamalar1 + standart sapma tiglii paralel tekrar 6l¢limii siitun grafigi. Gruplar arasindaki istatistiksel p
degerleri, Student’s T testi ile elde edilmistir).

Sekil 4.5. HEK293 hiicrelerinde 175 uM borik asitin GFP kat yogunluk analizi.
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(HEK293 hiicrelerinde GFP kat yogunluk analizi. (A) HEK293 kontrol grubu, (B) 225 pM borik asit
uygulanmis, (C) 10 ng/ml TNFa uygulanmis, (D) 10 ng/ml TNFa + 225 pM borik asit uygulanmis
HEK?293 hiicreleri akis sitometri GFP (FITC) yogunluk histogram goriintiileri. (E) GFP kat yogunluk
ortalamalar1 + standart sapma tiglii paralel tekrar 6l¢limii siitun grafigi. Gruplar arasindaki istatistiksel p
degerleri, Student’s T testi ile elde edilmistir).

Sekil 4.6. HEK293 hiicrelerinde 225 uM borik asitin GFP kat yogunluk analizi.
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5. TARTISMA

Inflamasyon, fiziksel, fizyolojik ve oksidatif strese yanit olarak dogustan gelen
bagisiklik siirecidir ve tiim ¢ok hiicreli hayvanlarda korunan kanonik NF-xB sinyal
yolunun aktivasyonu ile iliskilidir (13, 27, 36). Transkripsiyon faktori NF-«B,
inflamatuar yanit1 diizenleyen cesitli hiicresel genlerin transkripsiyonunu kontrol eden
en Onemli diizenleyicilerden biridir (1, 13, 32). NF-xB aktivasyonu, prototipik bir
proinflamatuar sinyal yolu olarak uzun siiredir kabul edilmektedir (5, 13, 14). Yirmi yili
askin sliredir yapilan 6nemli aragtirma cabalari, NF-kB'nin bagisiklik sistemindeki
isleyisini anlamaya yonelik ¢ok sayida literatiir ortaya ¢ikarmustir (35). Indiiklenebilir
transkripsiyon faktorlerinin NF-xB ailesi, ¢esitli uyaranlara yanit olarak aktive edilir
(17). NF-xB'nin inflamatuar sitokinler tarafindan aktivasyonu, NF-«xB indiikleyici
kinazin (NIK) ve en azindan IKKao ve IKKB'nin sirali aktivasyonunu igerir (1, 14). Tim
uyaranlar arasinda belki de en ¢ok bilineni TNFa'nin NF-«xB'yi aktive ettigi mekanizma
hakkindadir (9, 41, 42). En gii¢clii NF-xB aktivatorlerinden biri olan TNFa, anahtar bir
inflamatuar sitokindir ve inflamatuar siireglerde ve immiin yanitlarin diizenlenmesinde
kritik bir rol oynar (41-43). TNFa ile indiiklenen hiicresel tepkilere, TNF reseptorii 1
(TNF-R1) ve TNF reseptorii 2 (TNF-R2) aracilik eder ve karmasik bir sinyal olaylari
dizisini baglatir (37, 43).

NF-«xB sistemi siki bir sekilde diizenlenir ve NF-kB’nin diizensiz aktivasyonu
cesitli inflamatuar hastaliklarda yer almaktadir (13, 25, 26). Bu nedenle, gelecekteki
caligmalar, NF-kB aktivasyonunun ve proinflamatuar fonksiyonun altinda yatan
mekanizmanin daha iyi anlasilmasi ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde terapdtik
stratejiler icin biiyiik 6nem tasimaktadir (10, 13). Bu anlamda, NF-kB aktivasyonunun
diizenlenmesinde gorev alabilecek yeni mekanizmalarin arastirilmasi giin gectikce
onem kazanmaktadir. Bu dogrultuda, ¢alismamizda daha oOnce arastirilmamis olan,
borik asitin NF-kB aktivasyonu iizerindeki etkisinin ortaya konmasi hedeflenmistir.

Bor biyolojik ortamlarda borik asit (H3BOs) formunda bulunur ve insan ve
hayvan saglig1 lizerine bircok metabolik ve biyokimyasal etkisi oldugu iyi bilinmektedir
(7, 8, 38). Borun, yara iyilesmesi, iltihabin giderilmesi ve bagisiklik iizerinde olumlu
etkileri bulunmakta ve inflamatuar yanitta rol almaktadir (8, 38). Bor, diisiik
konsantrasyonlarda biyolojik sistemler {izerinde genis bir fizyolojik etkiye sahipken,

yiiksek konsantrasyonlarda hiicreler i¢in toksik etki olusturabilir (8). Bu yiizden,
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aydinlik getirilmesi gereken en 6nemli konulardan biri, borun eksik ve fazla alimlarinda
ortaya ¢ikacak durumlardir (40).

Borun tipta kullanimina iligkin kanitlar giderek artmaktadir. Biriken kanitlar, bor
ve bor i¢ceren molekiillerin giinliik diyette dogal antikanser ajan1 veya potansiyel ilaglar
olabilecegini diisiindliirmektedir. Ancak borun saglik agisindan faydali olabilmesi i¢in
hem in vitro hem de in vivo yeni yaklasimlarla etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi
gerekmektedir (8). Ayrica, borik asitin olusturdugu hiicresel stres cevaplari ya da
biyolojik etki mekanizmalar1 da karakterize edilmelidir. Bu kapsamda ¢alismamizda,
HEK293 hiicreleri model olarak kullanilarak borik asitin NF-kB yolagini regiile
edebilme kapasitesi arastirilmak istenmistir.

Yesil floresan protein (GFP) ekspresyonunun, akis sitometrik analizi, gen
transfer nicelemesinin popiiler bir yolu haline gelmistir, ¢iinkii bu teknik, hiicre
fiksasyonu veya numune hazirlama gereksinimi olmaksizin protein ekspresyon
seviyesinin ve transfeksiyon verimliliginin ayni anda Ol¢iilmesine izin verir (44). Bu
calismada kullanilan hiicre hattinda, NF-xB transkripsiyon faktoriinlin baglanacag bir
prométor bolgesi kontroliinde bulunan GFP ifadelenme kaseti genoma entegre edilmis
sekilde bulunmaktadir. NF-xB’yi aktive eden TNFa uygulamasi, hiicrelerin igerisinde
yesil floresan proteinin olusumuna neden  olmustur. Daha sonra, bu floresan
deteksiyonu akis sitometre sayesinde tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, HEK293
hiicrelerine tek bagina borik asitin muamelesi kontrole kiyasla etkili bir fark
olusturmamisken, TNFa ile aktive edilen yolakta borik asit muamelesinin NF-xB

aktivasyonunu azaltic1 yonde etkisi oldugu ortaya konmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Transkripsiyon faktorii NF-kB, inflamatuar yaniti diizenleyen ¢esitli hiicresel
genlerin transkripsiyonunu kontrol eden en Onemli diizenleyicilerden biridir.
Indiiklenebilir transkripsiyon faktorlerinin NF-kB ailesi, cesitli uyaranlara yanit olarak
aktive edilir. En gii¢liit NF-kB aktivatorlerinden biri olan TNFa, anahtar bir inflamatuar
sitokindir ve inflamatuar siireglerde ve immiin yanitlarin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynar. NF-kB aktivasyonunun diizenlenmesinde gorev alabilecek yeni mekanizmalarin
arastirilmasi giin gegtikge dnem kazanmaktadir.

Calismamizda bu dogrultuda daha dnce arastirilmamis olan, borik asitin NF-xB
aktivasyonu tizerindeki etkisinin ortaya konmasi hedeflenmistir. Bu kapsamda HEK293
hiicreleri model olarak kullanilarak borik asitin NF-xB yolagini regiile edebilme
kapasitesi arastirilmistir. Bor biyolojik ortamlarda borik asit (H3BO3) formunda
bulunur, yara iyilesmesi, iltihabin giderilmesi ve bagisiklik tizerinde olumlu etkileri
bulunmakta ve inflamatuar yanitta rol almaktadir.

Bu calismada kullanilan hiicre hattinda, NF-xB transkripsiyon faktoriiniin
baglanacagi bir promdtor bolgesi kontroliinde bulunan GFP ifadelenme kaseti genoma
entegre edilmis sekilde bulunmaktadir. NF-kB’y1 aktive eden TNFa uygulamasi,
hiicrelerin igerisinde yesil floresan proteinin olusumuna neden olmustur. Daha sonra,
bu floresan deteksiyonu akis sitometre sayesinde tespit edilmistir. HEK293 hiicrelerinin
genomuna entegre GFP proteini bulundugundan, kontrol grubunda bir miktar GFP
ekspresyonu gozlemlenmistir. Belirli dozlarda TNFa verildiginde, hiicrelerde kontrol
grubuna kiyasla 6-8 kat daha yogun GFP ekspresyonu belirlenmistir. 10 ng/ml TNFa
uygulandiginda, hiicrelerde yeterince GFP ekspresyon yogunlugunu arttirdigi
gozlemlenmistir (p<0.0001) ve diger asamalarda bu doz kullanilmistir. Farkli dozlarda
borik asit uygulanmig HEK293 hiicrelerinin GFP yogunluk ve kat yogunluk degerlerinin
analizi sonucunda ise, baz1 hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla daha diisik GFP
ekspresyon yogunlugu gozlemlenirken, bazilarinda GFP yogunluk degerlerinin
istatistiksel anlamda degisiklik gostermedigi tespit edilmistir. TNFa ile farkli dozlarda
borik asit birlikte uygulanmis HEK293 hiicrelerinin GFP yogunlugunun azaldigi
gbzlemlenmistir.

Bu calisgmadan elde edilen sonuglar gz oOniinde bulundurularak, HEK293

hiicrelerine tek basma borik asitin muamelesi kontrole kiyasla etkili bir fark
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olusturmamigken, TNFa ile aktive edilen yolakta borik asit muamelesinin NF-kB
aktivasyonunu azaltic1 yonde etkisi oldugu ortaya konmustur.

Calismamiz, sadece HEK293 hiicre hatt1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Borik
asit tarafindan NF-xB regiilasyonunun daha iyi anlagilmasi i¢in, bagisiklik sistemi
hiicreleri de dahil farkli hiicre hatlar1 veya in vivo deneyler yapilarak g¢alismanin

kapsaminin genigletilmesi onerilmektedir.
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