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       Özet

Doğal ve sentetik bor bileşikleri ile yapılan son dönemdeki araştırmalar bu 
bileşiklerin kanserden korunma ve tedavisinde etkin olabileceğini işaret 
etmektedir. Bu bağlamda, sentetik bir bor bileşiği olan Boraks pentahidrat 
(BPH)’ın dördüncü evre beyin kanserini temsil eden glioblastoma multiforme 
(GBM) modeli U-87MG hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisi ile apoptoz ve 
otofaji indüksiyonu yönünden sınanması amaçlanmıştır. BPH’ın belirlenmiş IC50 
dozu ile muamele edilmiş çalışma grubunun apoptoz ve otofaji oranlarındaki 
değişimler floresan temelli mikrokapiller sitometri cihazına uygun kitler (Muse® 
Annexin V & Hücre Ölümü ve Muse® Otofaji LC3-antikor temelli) aracılığı ile 
belirlenmiştir. Elde edilen veriler, GraphPad Prism 5 istatistik programı kullanılarak 
değerlendirilmiştir. Sitotosisite yönünden BPH’ın U-87 MG hücre hattındaki IC50 
değeri 2454 μM olarak belirlenmiştir. Diğer taraftan kontrol grubuna oranla BPH 
ile muamele edilmiş grupta apoptoz oranı 12,79 kat iken otofaji oranının ise 1,2 
kat arttığı saptanmıştır. Bu veriler ışığında, BPH’ın GBM’ye model oluşturan U-87 
MG hücrelerine sitotoksik etkisi belirlenirken, hücre ölümü biçiminin otofaji yerine 
apoptoz üzerinden gerçekleştiği anlaşılmaktadır. Bütün bunlarla birlikte, BPH’ın 
yeni araştırmalarla desteklenerek GBM tedavisinde kullanılabilecek alternatif bir 
ajan olabileceği düşünülmektedir.
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ABSTRACT

Recent studies with natural and synthetic boron compounds suggest that these 
compounds may be effective in the prevention and treatment of cancer. In this 
context, a synthetic boron compound, Borax pentahydrate (BPH), is aimed to be 
tested for cytotoxic effect on the glioblastoma multiforme (GBM) model U-87MG 
cell line representing fourth stage brain cancer in terms of induction of apoptosis 
and autophagy. Changes in apoptosis and autophagy rates of the research group 
treated with the specified IC50 dose of BPH were determined by fluorescence-
based microcapillary cytometry kit (Muse® Annexin V & Cell Death and Muse® 
Autophagy LC3-antibody based kit). The data obtained were evaluated using 
GraphPad Prism 5 statistical program. The IC50 value of BPH in the U-87MG cell 
line was determined to be 2454μM for cytotoxicity. On the other hand, apoptosis 
rate was determined as increased 12.79 folds in the BPH treated group compared 
to the control group, while elevation of autophagy rate is determined as 1.2 folds. 
In the light of these data, while the cytotoxic effect of BPH on U-87MG cells, which 
is a model for GBM, is designated, it is understood that cell death pattern occurs 
through apoptosis instead of autophagy. In addition to these, it is thought that with 
the support of other new studies BPH may be an alternative agent that can be 
used in the treatment of GBM.
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1. Giriş (Introduction) 

Malign glioma erişkinlerde en sık görülen birincil beyin 
kanseridir. Yoğun araştırma ve geliştirme çalışmaları-
na karşın, glioblastoma multiforme (GBM) tedavisi en 
zor hastalıklardan biri olmaya devam etmektedir [1,2]. 
Beyin tümörleri akciğer, meme ve böbrek gibi periferal 
kanserlerin metastatik lezyonlarından oluşur. Bu tü-
mörler bulundukları bölgeye göre primer ve metasta-
tik beyin tümörleri olarak sınıflandırılmaktadır. Primer 
beyin tümörlerinden biri olan gliomlar; astrositoma, 
oligodendroglioma ve oligoastrositoma gibi tümörleri 
kapsayan bir alt sınıftır. Bu tümörler arasında görül-
me sıklığı en fazla olan astrositomalardır. Astrositoma 
Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından 4 evrede sınıf-
landırılmaktadır. GBM ise bu sınıflandırma içerisindeki 
en agresif formdur. GBM için sağ kalım süresi 12-15 
ay arası olarak belirlenmiştir. Bu sürenin uzatılama-
masının sebebi, çoklu ilaç direnci ve uygulanan tedavi 
sırasında kullanılan ilaçların kan-beyin bariyerini geçe-
memesidir [3,4].

Bor, periyodik cetvelin 5. sırasında ve 3A grubunda yer 
alan tek metal olmayan elementtir. Doğada kolemanit 
ve tinkal gibi bileşikler halinde bulunmaktadır. Oksijen 
ile de bileşik oluşturabilmektedir ve bu bileşikler borat 
olarak adlandırılmaktadır [5,6]. Yapılan çalışmalarda 
Bor içeren bileşiklerin genel olarak canlılar üzerinde 
herhangi bir karsinojenik veya mutajenik etkisinin ol-
madığı gözlemlenmiştir [7,8]. Sağlık alanında Bor’un 
insan vücudunda; mineral ve steroid hormon metabo-
lizmasını düzenlediği [9,10], kemik gelişimini destekle-
diği [11], yara iyileşmesini hızlandırdığı ve yara üzerin-
de ajanların neden olduğu DNA çift iplikli kırılmaların 
oluşumunu azalttığını [12,13], enerji metabolizmasını 
düzenlediği [14], kansere yakalanma riskini azalttığı 
belirlenmiştir [15,16]. Deneysel olarak prostat kanse-
ri hücre hatlarında yapılan birçok çalışmada ise doza, 
maruziyet süresine bağlı olarak Bor bileşiklerinin anti-
proliferatif ve anti-kanserojen etki gösterdiği belirlen-
miştir [17,18].

Apoptoz ve otofaji, genetik olarak düzenlenmiş, hüc-
re kaderini düzenleyen evrimsel olarak korunmuş sü-
reçlerdir [19]. Hem apoptoz hem de otofaji, gelişimde, 
normal fizyolojide ve çok çeşitli hastalıklarda önemlidir. 
Son zamanlarda yapılan çalışmalar, bu iki süreç ara-
sındaki belirgin farklılıklara rağmen, düzenlemelerinin 
yakından bağlantılı olduğunu ve aynı düzenleyicilerin 
bazen hem apoptozu hem de otofajiyi kontrol edebil-
diklerini göstermektedir [19].

Apoptoz, potansiyel olarak mutasyona uğramış ha-
sarlı hücrelerin ortamdan kaldırılmasını sağladığı için 
kansere karşı en güçlü savunma mekanizmalarından 
biridir. Artan kanıtlar, anti tümör ajanların etkinliğinin, 
bu ajanlara apoptoz ile cevap vermek için hedef tümör 
hücrelerinin kendine özgü özellik olduğunu göstermiş-
tir [20]. Öte yandan, Otofaji ile kanser araştırmaların-
dan elde edilen sonuçların oldukça farklı ve zıt olduğu 

görülmektedir. Günümüze değin yapılan araştırmala-
rı değerlendirdiğimiz de, bir kısım verilerin otofajinin 
kanserde etkisinin olmadığı, bir kısmının ise tümör 
oluşumunu uyardığı hatta tam tersine bazı verilerin tü-
mör baskılayıcı işlevi olduğu gösterilmiştir [21]. Genel 
olarak Apoptoz, kemoterapi ajanlarının uyardığı hücre 
ölüm tiplerinin ilk biçimi olmasına karşın, son zaman-
larda otofajik hücre ölümü̈ biçimi de anti-kanser ilaçla-
rıyla uyarılabilen alternatif bir ölüm yolağı olarak iddia 
edilmektedir [22].

Yukardaki bilgilerin ışığı altında BPH’ın GBM’ye mo-
del oluşturan U-87 MG hücre hattı üzerinde sitotoksik 
etkisinin konsantrasyon ve zamana bağlı olarak belir-
lenmesi birlikte bu etkiyi hangi hücresel ölüm meka-
nizması üzerinden gerçekleştirdiğinin tespit edilmesi 
amaçlanmıştır. Bu çalışmanın ilk sonucu, BPH’ın yeni 
araştırmalarla desteklenerek, GBM’nin tedavisinde 
kullanılabilecek alternatif bir ajan olabileceğini düşün-
dürmüştür.

2. Malzemeler ve yöntemler (Materials and methods) 

2.1. Hücre kültürü (Cell culture) 

İnsan GBM hücre hattı olan U-87 MG, ATCC’den 
(American Type Culture Collection,Wesel, Germany) 
temin edildi. Hücreler %10 FBS (Hyclone, A.B.D), %1 
L-glutamin (Capricorn, Ebsdorfergrund, Germany) ve 
%1 penisilin-streptomisin (Gibco, A.B.D) içeren MEM 
(Minimum Essential Medium Eagle, Capricorn, Ebs-
dorfergrund, Germany) besiyeri içerisinde %5 CO2 içe-
ren nemli havadaki 37°C’de inkübatörde kültüre edildi.

Enerji ve Tabii Kaynaklar Bakanlığı Eti Maden İşletme-
leri Genel Müdürlüğün’den temin edilmiş toz haldeki 
BPH son konsantrasyonu 0,1 M olacak şekilde saf su 
içerisinde çözülerek hazırlandı. Çözelti, her bir deney 
için taze olarak hazırlanarak kullanıldı.

2.2. MTT aracılığı ile sitotoksisite tayini (Cytotoxi-
city determination by MTT)

BPH’ın hücreler üzerindeki sitotoksik etkisini belirle-
mek amacıyla hücreler, 96 kuyucuklu mikroplakalara 
104 hücre/200 µl besiyeri olacak şekilde ekildi. Hüc-
relerin mikroplaka tabanına tutunabilmeleri için, kültür 
kapları 24 saat süre ile inkübatörde inkübasyona bıra-
kıldı. İnkübasyon süresinin ardından besiyeri kuyucuk-
lardan uzaklaştırıldı ve kuyucuklara son hacim 200 µl 
olacak şekilde BPH’ın artan konsantrasyonları (1 µM - 
10 µM - 100 µM - 500  µM - 1000 µM - 2500 µM – 5000 
µM – 7500 µM -10000 µM) eklendi. 24, 48 ve 72 saat-
lik inkübasyonların ardından hücre canlılığı MTT testi 
(3- [4,5- dimethylthiazol- 2- yl]-2,5-diphenyl- tetrazoli-
umbromide, Sigma, A.B.D) ile ölçüldü. Toz halinde bu-
lunan MTT’nin stok solüsyonu (5mg/ml) PBS içerisin-
de hazırlandı. Stok MTT solüsyonu kuyucuklara 1:10 
oranında seyreltilerek son hacim 200 µl olacak şekilde 
eklendi. Mikroplakalar, MTT solüsyonunun ışığa du-
yarlılığından ötürü alüminyum folyo ile ışık almayacak 
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şekilde kaplandı ve 4 saat süresince 37oC ve %5 
CO2’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresinin 
ardından kuyucuklardan uzaklaştırılan MTT yerine 
200 μl saf dimetilsülfoksit (DMSO) ilave edildi ve olu-
şan mor renkli formazan kristallerinin çözünmesi için 
mikroplakalar 15 dakika süre ile çalkalandı. Oluşan 
mor renkteki formazan miktarı 570-690 nm dalga boyu 
aralığında okuyucu (Biotek ELx800, ABD) ile ölçüldü. 
Çalışmamızda, hücrelerin BPH’ın  artan konsantras-
yonlarına bağlı canlılık oranları  beş kez tekrarlanarak 
hesaplandı

2.3. Mikrokapiller mikroplaka sitometri düzeneği 
ile apoptoz analizi (Apoptosis analysis with microca-
pillary cytometry instrument)

BPH’ın U-87 MG hücre hattı üzerindeki apoptotik et-
kisini belirlemek amacıyla 105 hücre 6 kuyucuklu mik-
roplakalara ekildi ve 72 saat süresince BPH’ın IC50 
konsantrasyonu ile muamele edildi. Apoptoz oranı, 
Muse Annexin V and Death Cell Kit (Millipore, Alman-
ya) prosedürü doğrultusunda Muse hücre analiz ci-
hazında (Millipore, Almanya) değerlendirildi. Çalışma 
grubu kontrol grubuyla kıyaslanarak aradaki kat deği-
şimi belirlendi.

2.4. Mikrokapiller sitometri düzeneği ile otofaji 
analizi (Autophagy analysis with microcapillary cyto-
metry instrument)

Otofaji oranını değerlendirmek amacıyla,105 hücre 96 
kuyucuklu mikroplakalara ekildi ve 72 saat süresince 
BPH’ın IC50 konsantrasyonu ile muamele edildi. Oto-
faji oranı Muse Autophagy LC-3 Antikor Bazlı Kit (Mil-
lipore, Almanya) üreticisinin talimatlarına göre, Muse 
hücre analizi cihazında (Millipore, Almanya) değerlen-
dirildi. Çalışma grubu kontrol grubuyla kıyaslanarak 
aradaki kat değişimi belirlendi.

2.5. İstatistik Analiz (Statistical analysis)

Analiz, GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, inc.) 
kullanılarak yapıldı ve ortalama değerler ± standart 
sapma (SD) veya ortalama değerler ± S.E.M. olarak 

ifade edildi. Gruplar arasındaki önem tek yönlü var-
yans analizi (ANOVA), ardından Dunnett’in çoklu 
karşılaştırma sonrası testi ile analiz edildi. *: p <0.01; 
**: p <0,001

3. Sonuçlar ve tartışma (Results and discussion)

3.1. MTT aracılığı ile BPH’ın sitotoksite tayini (Cyto-
toxicity determination of BPH by MTT)

BPH’ın U-87 MG hücre hattı üzerindeki sitotoksik et-
kisi hem artan konsantrasyona (1μM, 10 μM, 100 μM, 
500 μM, 1000 μM, 2500 μM, 5000 μM, 7500 μM,10000 
μM) hem de zamana (24, 48, 72 saat) bağlı olarak 
analiz edildi (Şekil 1). BPH’ın özellikte 24. saatten son-
ra doza ve zamana bağlı olarak hücre canlılığına etki 
ettiği belirlendi ve analizler sonucunda IC50 değeri 72. 
saatte 2454 μM olarak hesaplandı.

3.2. Apoptoz analizi (Analysis of apoptosis)

BPH’ın U-87 MG hücre hattındaki apoptotik etkisini be-
lirlemek amacıyla hücreler 72 saat süresince BPH’ın 
IC50 değeri ile muamele edildi. Hücre canlılığı kont-
rol ve çalışma gruplarında sırasıyla %96,1 ve %57,3 
olarak saptandı. Apoptoz oranı ise sırasıyla %3,2 ve 
%40,95 olarak belirlendi. Kontrol grubuna kıyasla ça-
lışma grubunda gözlenen apoptoz oranında 12,79 kat-
lık artış bulundu (Şekil 2). 

3.3. Otofaji analizi (Analysis of autophagy)

BPH’ın U-87 MG hücre hattındaki otofajik etkisini be-
lirlemek amacıyla hücreler 72 saat süresince BPH’ın 
IC50 değeri ile muamele edildi. Total hücre sayısına 
göre ortalama otofaji yoğunluğu kontrol grubunda 60,1 
ve IC50 uygulanan grupta 73,8 olarak ölçüldü. Otofaji 
indüksiyon oranı kontrol grubunda 1,0 olarak belirlenir-
ken çalışma grubunda 1,2 olarak ölçüldü, fakat bu göz-
lem belirgin bir fark olarak değerlendirilmedi (Şekil 3).

Literatürde apoptoz yoluyla gerçekleşen hücre ölü-
münün hastalığa karşı koruyucu bir etkisinin olduğu 

Şekil 1. U-87 MG hücre hattının BPH’ın artan konsantrasyonlarında 24, 48, 72. Saatlerindeki hücre canlılıklarının MTT yön-
temi ile belirlenmesi (*p<0.01,**p<0.001) (Determination of cell viability of the U-87 MG cell line at increasing concentrations of BPH at 
24, 48, 72 hours by MTT method (* p <0.01, ** p <0.001)).
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vurgulanmaktadır [23]. Otofaji yoluyla gerçekleşen 
hücre ölümünün de karsinogenezde apoptoz kadar et-
kili olabileceği düşünülmektedir. Fakat, rolü tam olarak 
tespit edilememiştir [24]. Yaptığımız çalışmada, U-87 
MG hücre hattına uygulanan BPH bileşiğinin sitotok-
sik etkisinin IC50 değeri 2454 μM olarak hesaplandı. 
Barranco ve Eckhert’ in prostat kanseri üzerine yaptık-
ları bir çalışmada borik aside maruz kalan tüm prostat 
kanseri hücre hatlarında doza bağlı olarak bir anti-pro-
liferatif etki görülmüş ve hormondan bağımsız DU145 
hücre hattının borik aside karşı en yüksek duyarlılığı 
gösterdiğini saptanmıştır. Belirlenen dozlarda (100 μM 
- 250 μM – 500 μM – 1000 μM) muamele edilen hücre-
ler 8. günde DU145 belirlenen dozların sırasıyla %32-
62-87-98 oranında; LNCaP belirlenen dozların sırasıy-
la %40-51-59-77 oranında proliferasyonu baskıladığı 
gözlemlenmiştir. PC-3 hücre hattında 500-1000 μM 
konsantrasyonlarında sırasıyla %29-52 oranında pro-
liferasyonu baskıladığı gözlemlenmiştir. Bu çalışma bi-
zim yaptığımız çalışmayı proliferasyonun baskılanma-
sı yönünden desteklemektedir. Yine aynı çalışmada, 

Şekil 2.GBM hücre kültüründe BPH’ın IC50 konsantrasyonu ile (IC50: 2454 μM) 72 saat muamele edilen U-87 MG hücrelerinin 
canlı ve apoptotik evreleri (Viable and apoptotic phases of U-87 MG cells treated for 72 hours with IC50 concentration (IC50: 2454 μM) 
of BPH in GBM cell culture).

RWPE-1 hücre hattında, 8 günlük borik asit (500-1000 
μM) maruziyetinin ardından hücre proliferasyonunun 
sırasıyla %26-76 oranında anlamlı bir şekilde azaldığı 
gözlemlenmiştir [25].

Kahraman ve arkadaşlarının bazı bor bileşiklerinin 
bazı hücre hatları üzerinde sitotoksik ve genotoksik 
etkilerini değerlendirdikleri çalışmada BPH’ın CCL-62 
hücreleri üzerinde 1000 µM dozda 5. gün %60 seviye-
sinde bir sitotoksite saptanmıştır. Aynı çalışmada yapı-
lan Borik asit (BA) ve Disodyum pentaborat dekahidrat 
(DPD) bileşikleri ile gerçekleştirilmiştir. BA’in herhangi 
bir sitotoksik bir etki göstermediği ancak DPD’ın 500 
µM ve 1000 µM uygulanarak 3 ve 5. Günde %30 de-
ğerinde bir sitotoksik etki gösterdiği saptanmış ve bu 
bor bileşiklerinin genotoksik etkiye sahip olmadığı be-
lirlenmiştir [26]. Murmu ve ark.larının yaptığı benzer bir 
çalışmada akut lenfoblastik lösemi (ALL) ve kronik mi-
yeloid lösemi (KML) hastalarından izole edilen lösemi 
hücreleri ve miyeloid lösemi hücre hatları (HL 60 ve 
U-937) 3 farklı bor bileşiği [dihidroksi (oksibiguanido) 

Şekil 3. GBM’nin hücre kültüründe BPH’ın IC50 konsantrasyonu ile (2454 μM) muamele edilen U-87 MG hücrelerinin otofaji 
indüksiyon oranı ve ortalama otofaji yoğunluğu (Autophagy induction rate and mean autophagy intensity of U-87 MG cells treated with 
IC50 concentration (2454 μM) of BPH in cell culture of GBM).
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boron (iii) hidroklorürmonohidrat (HB), guanidinbiborik 
asit katkısı (GB) ve hidroksosalisilhidroksomboron (iii) 
(SHB)] ile muamele edildiklerinde apoptoz ile gerçek-
leşen bir sitotoksik etkinin gerçekleştiği tespit edilmiştir 
[27]. Korkmaz ve arkadaşlarının benzer çalışmasında 
DPD bileşiğinin DU145 hücre hattı üzerinde belirle-
nen doz aralığında (0,25 mM - 0,5 mM - 0,75 mM - 1 
mM - 2,5 mM -5 mM - 7 mM – 10 mM) uygulanmış 
IC50 değeri 3,5 mM olarak hesaplanmış ve telomeraz 
aktivitesini azaltarak sitotoksik bir etkiye sahip olduğu 
saptanmış ve ayrıca 7 mM DPD tedavisinin DU145 
hücre hattında 24 - 48 - 72 saatlik ölçümlerinde sıra-
sıyla %8-14-41 seviyelerinde apoptotik bir etkinliğinin 
olduğu tespit edilmiştir [28]. Bu çalışmada apoptotik 
etki üzerinden bor bileşiklerinin etkili olduğu ve bizim 
çalışmamızı destekler nitelikte olduğu gözlemlenmek-
tedir. Cantürk ve arkadaşlarının lösemi hücre hatları 
ile yaptıkları bir çalışmada BA ve Sodyum tetraborat 
kullanılmış ve 500 uM BA ve Sodyum tetraborat kon-
santrasyonunda ölü hücreler olduğunu belirlemişlerdir 
(sırasıyla %50 ve %40). Normal lenfositlerde ve HL-
60 (akut lösemi hücreleri) hücrelerinde 1000 uM kon-
santrasyonda (sırasıyla %2,5 ve %8,8) apoptotik bir 
etki bulunmuştur [29]. Tepedelen ve arkadaşlarının 
Kalsiyum fruktoborat (CaFB)’ın MDA-MB-231 meme 
kanseri hücre hattında özellikle 50 uM ile yapılan te-
davide önemli ölçüde anti proliferatif bir etki gösterdiği 
gözlemlemişlerdir. Ayrıca 10 uM’lık CaFB tedavisinde 
caspase 9 seviyesini arttırarak apoptoza sürüklediğini 
keşfetmişlerdir [18].

4. Sonuçlar (Conclusions)

Yapılan hücresel çalışmaların bor bileşiklerinin kanser 
hücreleri üzerinde bir sitotoksik etkisinin olduğunu ve 
bu etkinin apoptoz mekanizması üzerinden gerçekleş-
tiğini görmekteyiz. Bizim çalışmamızdaki yeni bor bile-
şiği BPH’ın aynı şekilde potansiyel tedavi edici özelliği-
nin bu etki mekanizması üzerinden olduğu için yapılan 
çalışmaları destekler niteliktedir. Belirlenen IC50 değeri 
aynı şekilde otofaji mekanizmasının araştırmasında 
Muse® Hücre Analiz cihazı kitleri kullanılmıştır. Verile-
rimizden de anlaşılacağı üzere kontrole göre BPH gru-
bunda otofajik olarak belirgin bir artış gözlenmemiştir. 
Al-Ali ve Gonzalez-Sarmiento’nun yaptığı bir çalışma-
da 5mM BA maruziyeti sonrası H1299 ve COR-L23p 
ve küçük hücreli olmayan akciğer kanseri hücre hatları 
(NSCLC) üzerinde herhangi bir otofajik etkiye rastla-
nılmamıştır [30].

Sonuç olarak bu veriler ışığında, BPH’ın GBM’ye mo-
del oluşturan U-87 MG hücrelerine sitotoksik etkisi be-
lirlenirken, hücre ölümü biçiminin otofaji yerine apop-
toz üzerinden gerçekleştiği anlaşılmaktadır. Otofaji 
yönünden anlamlı bir gözlem bulunmamaktadır. Bütün 
bu sonuçlar, BPH’ın yeni araştırmalarla desteklenmesi 
kaydıyla, GBM’nin tedavisinde kullanılabilecek alter-
natif bir ajan olabileceğini düşündürmektedir.
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