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OzZET

Dogal ve sentetik bor bilesikleri ile yapilan son dénemdeki arastirmalar bu
bilesiklerin kanserden korunma ve tedavisinde etkin olabilecegini isaret
etmektedir. Bu baglamda, sentetik bir bor bilesigi olan Boraks pentahidrat
(BPH)'In dérdunci evre beyin kanserini temsil eden glioblastoma multiforme
(GBM) modeli U-87MG htcre hatti tzerindeki sitotoksik etkisi ile apoptoz ve
otofaji indlksiyonu yoninden sinanmasi amaglanmistir. BPH'in belirlenmis 1C,,
dozu ile muamele edilmis calisma grubunun apoptoz ve otofaji oranlarindaki
degisimler floresan temelli mikrokapiller sitometri cihazina uygun kitler (Muse®
Annexin V & Hicre Olimi ve Muse® Otofaji LC3-antikor temelli) aracihg ile
belirlenmistir. Elde edilen veriler, GraphPad Prism 5 istatistik programi kullanilarak
degerlendiriimistir. Sitotosisite yoninden BPH'in U-87 MG hiicre hattindaki IC,,
degeri 2454 uM olarak belirlenmistir. Diger taraftan kontrol grubuna oranla BPH
ile muamele edilmis grupta apoptoz orani 12,79 kat iken otofaji oraninin ise 1,2
kat arttigi saptanmistir. Bu veriler 1s1ginda, BPH'In GBM’ye model olusturan U-87
MG hucrelerine sitotoksik etkisi belirlenirken, hicre 8limu bigiminin otofaji yerine
apoptoz Uzerinden gergeklestigi anlasiimaktadir. Butlin bunlarla birlikte, BPH’In
yeni arastirmalarla desteklenerek GBM tedavisinde kullanilabilecek alternatif bir
ajan olabilecegdi dislnulmektedir.

Investigation of the therapy potential of borax pentahydrate in glioblastoma

multiforme cell line
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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 IC,, 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 IC,, value of BPH in the U-87MG cell
line was determined to be 2454uM 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.

*Sorumlu yazar: mehmet.korkmaz@cbu.edu.tr
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1. Girig (Introduction)

Malign glioma eriskinlerde en sik gorulen birincil beyin
kanseridir. Yogun arastirma ve gelistirme galismalari-
na karsin, glioblastoma multiforme (GBM) tedavisi en
zor hastaliklardan biri olmaya devam etmektedir [1,2].
Beyin timarleri akciger, meme ve bdbrek gibi periferal
kanserlerin metastatik lezyonlarindan olugsur. Bu t-
morler bulunduklarn bdlgeye gore primer ve metasta-
tik beyin timorleri olarak siniflandiriimaktadir. Primer
beyin timorlerinden biri olan gliomlar; astrositoma,
oligodendroglioma ve oligoastrositoma gibi timorleri
kapsayan bir alt siniftir. Bu timorler arasinda gorul-
me sikhdi en fazla olan astrositomalardir. Astrositoma
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 4 evrede sinif-
landiriimaktadir. GBM ise bu siniflandirma igerisindeki
en agresif formdur. GBM i¢in sag kalim siresi 12-15
ay arasli olarak belirlenmistir. Bu slrenin uzatilama-
masinin sebebi, ¢oklu ila¢ direnci ve uygulanan tedavi
sirasinda kullanilan ilaglarin kan-beyin bariyerini gece-
memesidir [3,4].

Bor, periyodik cetvelin 5. sirasinda ve 3A grubunda yer
alan tek metal olmayan elementtir. Dogada kolemanit
ve tinkal gibi bilesikler halinde bulunmaktadir. Oksijen
ile de bilesik olusturabilmektedir ve bu bilesikler borat
olarak adlandiriimaktadir [5,6]. Yapilan galismalarda
Bor iceren bilesiklerin genel olarak canhlar Gzerinde
herhangi bir karsinojenik veya mutajenik etkisinin ol-
madigi gézlemlenmistir [7,8]. Saglik alaninda Bor’un
insan vicudunda; mineral ve steroid hormon metabo-
lizmasini dizenledigi [9,10], kemik gelisimini destekle-
digi [11], yara iyilesmesini hizlandirdigi ve yara Uzerin-
de ajanlarin neden oldugu DNA cift iplikli kirilmalarin
olusumunu azalttigini [12,13], enerji metabolizmasini
dlzenledigi [14], kansere yakalanma riskini azalttigi
belirlenmistir [15,16]. Deneysel olarak prostat kanse-
ri hiicre hatlarinda yapilan bircok ¢alismada ise doza,
maruziyet suresine bagli olarak Bor bilesiklerinin anti-
proliferatif ve anti-kanserojen etki gosterdigi belirlen-
migtir [17,18].

Apoptoz ve otofaji, genetik olarak dizenlenmis, hic-
re kaderini dizenleyen evrimsel olarak korunmus su-
reclerdir [19]. Hem apoptoz hem de otofaiji, gelisimde,
normal fizyolojide ve ¢ok cesitli hastaliklarda 6nemlidir.
Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, bu iki slire¢ ara-
sindaki belirgin farkliliklara ragmen, diizenlemelerinin
yakindan baglantili oldugunu ve ayni dizenleyicilerin
bazen hem apoptozu hem de otofajiyi kontrol edebil-
diklerini géstermektedir [19].

Apoptoz, potansiyel olarak mutasyona ugramis ha-
sarl hucrelerin ortamdan kaldiriimasini sagladidi icin
kansere karsi en glgli savunma mekanizmalarindan
biridir. Artan kanitlar, anti tim&r ajanlarin etkinliginin,
bu ajanlara apoptoz ile cevap vermek icin hedef timor
hicrelerinin kendine 6zgu 6zellik oldugunu géstermis-
tir [20]. Ote yandan, Otofaiji ile kanser arastirmalarin-
dan elde edilen sonuglarin oldukg¢a farkl ve zit oldugu

gorulmektedir. Glinumuize degin yapilan arastirmala-
ri degerlendirdigimiz de, bir kisim verilerin otofajinin
kanserde etkisinin olmadigi, bir kisminin ise tumor
olusumunu uyardigi hatta tam tersine bazi verilerin ti-
mor baskilayici iglevi oldugu gosterilmistir [21]. Genel
olarak Apoptoz, kemoterapi ajanlarinin uyardidi hicre
Olim tiplerinin ilk bigimi olmasina karsin, son zaman-
larda otofajik hiicre 8limu bigimi de anti-kanser ilagla-
riyla uyarilabilen alternatif bir 6lum yolagi olarak iddia
edilmektedir [22].

Yukardaki bilgilerin 1511 altinda BPH'In GBM’ye mo-
del olusturan U-87 MG hlcre hatti Gzerinde sitotoksik
etkisinin konsantrasyon ve zamana bagh olarak belir-
lenmesi birlikte bu etkiyi hangi hiicresel 6lum meka-
nizmasi uzerinden gergeklestirdiginin tespit edilmesi
amaclanmistir. Bu ¢calismanin ilk sonucu, BPH’In yeni
arastirmalarla desteklenerek, GBM’nin tedavisinde
kullanilabilecek alternatif bir ajan olabilecegini diisin-
dirmustar.

2. Malzemeler ve yontemler (Materials and methods)
2.1. Hiicre kiiltiirti (Cell culture)

insan GBM hiicre hatti olan U-87 MG, ATCC’den
(American Type Culture Collection,Wesel, Germany)
temin edildi. Hicreler %10 FBS (Hyclone, A.B.D), %1
L-glutamin (Capricorn, Ebsdorfergrund, Germany) ve
%1 penisilin-streptomisin (Gibco, A.B.D) iceren MEM
(Minimum Essential Medium Eagle, Capricorn, Ebs-
dorfergrund, Germany) besiyeri igerisinde %5 CO, ice-
ren nemli havadaki 37°C’de inklUibatorde kiltire edildi.

Enerji ve Tabii Kaynaklar Bakanligi Eti Maden isletme-
leri Genel Mudurligin’den temin edilmis toz haldeki
BPH son konsantrasyonu 0,1 M olacak sekilde saf su
icerisinde ¢ozllerek hazirlandi. Cozelti, her bir deney
icin taze olarak hazirlanarak kullanildi.

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

BPH’In hicreler Uzerindeki sitotoksik etkisini belirle-
mek amaciyla hicreler, 96 kuyucuklu mikroplakalara
10* hiicre/200 pl besiyeri olacak sekilde ekildi. Hic-
relerin mikroplaka tabanina tutunabilmeleri icin, kultar
kaplari 24 saat sure ile inkibatoérde inklibasyona bira-
kildi. inkiibasyon siiresinin ardindan besiyeri kuyucuk-
lardan uzaklastirildi ve kuyucuklara son hacim 200 pl
olacak sekilde BPH’In artan konsantrasyonlari (1 uyM -
10 uM - 100 pM - 500 pM - 1000 pM - 2500 uM — 5000
MM — 7500 uM -10000 uM) eklendi. 24, 48 ve 72 saat-
lik inkiibasyonlarin ardindan hucre canliigir MTT testi
(3- [4,5- dimethylthiazol- 2- yl]-2,5-diphenyl- tetrazoli-
umbromide, Sigma, A.B.D) ile dl¢uldi. Toz halinde bu-
lunan MTT’nin stok solisyonu (5mg/ml) PBS igerisin-
de hazirlandi. Stok MTT sollsyonu kuyucuklara 1:10
oraninda seyreltilerek son hacim 200 pl olacak sekilde
eklendi. Mikroplakalar, MTT solisyonunun isiga du-
yarlihgindan 6tird aliminyum folyo ile 151k almayacak
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sekilde kaplandi ve 4 saat suresince 37°C ve %5
CO,de inkubasyona birakildi. inkiibasyon siiresinin
ardindan kuyucuklardan uzaklastirilan MTT yerine
200 pl saf dimetilstlfoksit (DMSO) ilave edildi ve olu-
san mor renkli formazan kristallerinin ¢oziinmesi icin
mikroplakalar 15 dakika sure ile calkalandi. Olusan
mor renkteki formazan miktari 570-690 nm dalga boyu
arahginda okuyucu (Biotek ELx800, ABD) ile olguldu.
Calismamizda, hicrelerin BPH'In artan konsantras-
yonlarina bagl canlilik oranlari bes kez tekrarlanarak
hesaplandi

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

BPH’In U-87 MG hiicre hatti Gzerindeki apoptotik et-
kisini belirlemek amaciyla 10° hiicre 6 kuyucuklu mik-
roplakalara ekildi ve 72 saat siresince BPH'In IC_
konsantrasyonu ile muamele edildi. Apoptoz orani,
Muse Annexin V and Death Cell Kit (Millipore, Alman-
ya) prosedurt dogrultusunda Muse hicre analiz ci-
hazinda (Millipore, Almanya) degerlendirildi. Calisma
grubu kontrol grubuyla kiyaslanarak aradaki kat degi-
simi belirlendi.

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

Otofaiji oranini degerlendirmek amaciyla,10° hiicre 96
kuyucuklu mikroplakalara ekildi ve 72 saat suresince
BPH'in IC,, konsantrasyonu ile muamele edildi. Oto-
faji orani Muse Autophagy LC-3 Antikor Bazli Kit (Mil-
lipore, Alimanya) Ureticisinin talimatlarina gére, Muse
hiicre analizi cihazinda (Millipore, Aimanya) degerlen-
dirildi. Calisma grubu kontrol grubuyla kiyaslanarak
aradaki kat degisimi belirlendi.

2.5. [statistik Analiz (Statistical analysis)

Analiz, GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, inc.)
kullanilarak yapildi ve ortalama degerler + standart
sapma (SD) veya ortalama degerler £+ S.E.M. olarak

ifade edildi. Gruplar arasindaki énem tek yonli var-
yans analizi (ANOVA), ardindan Dunnett'in goklu
karsilastirma sonrasi testi ile analiz edildi. *: p <0.01;
**: p <0,001

3. Sonuglar ve tartisma (Results and discussion)

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

BPH’In U-87 MG hiicre hatti Gzerindeki sitotoksik et-
kisi hem artan konsantrasyona (1uM, 10 uM, 100 uM,
500 pM, 1000 puM, 2500 pM, 5000 M, 7500 uM,10000
MM) hem de zamana (24, 48, 72 saat) bagl olarak
analiz edildi (Sekil 1). BPH'In 6zellikte 24. saatten son-
ra doza ve zamana bagh olarak hicre canlihgina etki
ettigi belirlendi ve analizler sonucunda IC,, degeri 72.
saatte 2454 uM olarak hesaplandi.

3.2. Apoptoz analizi (Analysis of apoptosis)

BPH’in U-87 MG hiicre hattindaki apoptotik etkisini be-
lirlemek amaciyla hiicreler 72 saat stiresince BPH'In
IC,, degeri ile muamele edildi. Hicre canliigi kont-
rol ve galisma gruplarinda sirasiyla %96,1 ve %57,3
olarak saptandi. Apoptoz orani ise sirasiyla %3,2 ve
%40,95 olarak belirlendi. Kontrol grubuna kiyasla ¢a-
lisma grubunda gézlenen apoptoz oraninda 12,79 kat-
lik artis bulundu (Sekil 2).

3.3. Otofaji analizi (Analysis of autophagy)

BPH’In U-87 MG hiicre hattindaki otofajik etkisini be-
lirlemek amaciyla hiicreler 72 saat stresince BPH'In
IC,, degeri ile muamele edildi. Total hlcre sayisina
gore ortalama otofaji yogunlugu kontrol grubunda 60,1
ve IC,, uygulanan grupta 73,8 olarak Olguldi. Otofaji
indlksiyon orani kontrol grubunda 1,0 olarak belirlenir-
ken galisma grubunda 1,2 olarak élguldi, fakat bu goz-
lem belirgin bir fark olarak degerlendiriimedi (Sekil 3).

Literatirde apoptoz yoluyla gergeklesen hicre 6lu-
munun hastaliga karsi koruyucu bir etkisinin oldugu

Bl 24H
U-87 MG BPH Bl 48H
100+ Bl 72H
~ 80+
X
2 &
=
= 404
=
O
" ’ |
C  FP HFS S SHSFN S S S
o°°\ N N .&@ ’f,@ ‘9@ '\@0 \@@
Konsantrasyon

Sekil 1. U-87 MG hucre hattinin BPH’in artan konsantrasyonlarinda 24, 48, 72. Saatlerindeki hiicre canliliklarinin MTT y&n-
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)).

58



Celik B. ve ark. /BORON 5 (1), 56 - 61, 2020
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Sekil 2.GBM hiicre kdltirinde BPH'In IC; konsantrasyonu ile (IC: 2454 uM) 72 saat muamele edilen U-87 MG hicrelerinin
canli ve apoptotik evreleri (Viable and apoptotic phases of U-87 MG cells treated for 72 hours with IC50 concentration (IC50: 2454 M)

of BPH in GBM cell culture).

vurgulanmaktadir [23]. Otofaji yoluyla gerceklesen
hicre 6liminin de karsinogenezde apoptoz kadar et-
kili olabilecegi dustnllimektedir. Fakat, rolli tam olarak
tespit edilememistir [24]. Yaptigimiz ¢alismada, U-87
MG hucre hattina uygulanan BPH bilesiginin sitotok-
sik etkisinin IC_, degeri 2454 puM olarak hesaplandi.
Barranco ve Eckhert’ in prostat kanseri Gzerine yaptik-
lar1 bir galismada borik aside maruz kalan tim prostat
kanseri hicre hatlarinda doza bagl olarak bir anti-pro-
liferatif etki gorilmis ve hormondan bagimsiz DU145
hicre hattinin borik aside karsi en yiksek duyarlihgi
gosterdigini saptanmistir. Belirlenen dozlarda (100 uM
- 250 yM = 500 pM — 1000 pM) muamele edilen hiicre-
ler 8. ginde DU145 belirlenen dozlarin sirasiyla %32-
62-87-98 oraninda; LNCaP belirlenen dozlarin sirasiy-
la %40-51-59-77 oraninda proliferasyonu baskiladigi
gdzlemlenmistir. PC-3 hicre hattinda 500-1000 yM
konsantrasyonlarinda sirasiyla %29-52 oraninda pro-
liferasyonu baskiladigi gézlemlenmistir. Bu ¢alisma bi-
zim yaptigimiz ¢alismayi proliferasyonun baskilanma-
sI yonuinden desteklemektedir. Yine ayni calismada,

RWPE-1 hicre hattinda, 8 gunluk borik asit (500-1000
MM) maruziyetinin ardindan hicre proliferasyonunun
sirasiyla %26-76 oraninda anlamli bir sekilde azaldigi
g6zlemlenmistir [25].

Kahraman ve arkadaslarinin bazi bor bilesiklerinin
bazi hiicre hatlari Uzerinde sitotoksik ve genotoksik
etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada BPH’in CCL-62
hiicreleri Gzerinde 1000 uM dozda 5. giin %60 seviye-
sinde bir sitotoksite saptanmistir. Ayni calismada yapi-
lan Borik asit (BA) ve Disodyum pentaborat dekahidrat
(DPD) bilesikleri ile gerceklestirilmistir. BA'in herhangi
bir sitotoksik bir etki géstermedigi ancak DPD’in 500
MM ve 1000 uM uygulanarak 3 ve 5. Gunde %30 de-
gerinde bir sitotoksik etki gosterdigi saptanmis ve bu
bor bilesiklerinin genotoksik etkiye sahip olmadigi be-
lirlenmistir [26]. Murmu ve ark.larinin yaptigi benzer bir
¢alismada akut lenfoblastik [6semi (ALL) ve kronik mi-
yeloid I16semi (KML) hastalarindan izole edilen I16semi
hicreleri ve miyeloid 16semi hicre hatlarn (HL 60 ve
U-937) 3 farkh bor bilesigi [dihidroksi (oksibiguanido)

U-87 MG Kontrol
Otofaji Indiiksiyon Profili

Deger
b AN bl

1 2 3 4
LC3 Yogunlugu

Deger
b AN Sadal )
o FIRI

U-87 MG ICso
Otofaji Indiiksiyon Profili

1 2 3 4
LC3 Yogunlugu

Sekil 3. GBM'nin hiicre kiltirinde BPH'In IC, konsantrasyonu ile (2454 pM) muamele edilen U-87 MG hicrelerinin otofaji
induiksiyon orani ve ortalama otofaji yogunlugu (Autophagy induction rate and mean autophagy intensity of U-87 MG cells treated with

IC50 concentration (2454 uM) of BPH in cell culture of GBM).
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boron (iii) hidroklorirmonohidrat (HB), guanidinbiborik
asit katkisi (GB) ve hidroksosalisilhidroksomboron (iii)
(SHB)] ile muamele edildiklerinde apoptoz ile gergek-
lesen bir sitotoksik etkinin gerceklestigi tespit edilmigstir
[27]. Korkmaz ve arkadaglarinin benzer ¢alismasinda
DPD bilesiginin DU145 hucre hatti Uzerinde belirle-
nen doz araliginda (0,25 mM - 0,5 mM - 0,75 mM - 1
mM - 25 mM -5 mM - 7 mM — 10 mM) uygulanmis
IC,, degeri 3,5 mM olarak hesaplanmig ve telomeraz
aktivitesini azaltarak sitotoksik bir etkiye sahip oldugu
saptanmis ve ayrica 7 mM DPD tedavisinin DU145
hlcre hattinda 24 - 48 - 72 saatlik 6lgimlerinde sira-
siyla %8-14-41 seviyelerinde apoptotik bir etkinliginin
oldugu tespit edilmistir [28]. Bu ¢alismada apoptotik
etki Gzerinden bor bilesiklerinin etkili oldugu ve bizim
calismamizi destekler nitelikte oldugu gézlemlenmek-
tedir. Cantlrk ve arkadaslarinin I6semi hicre hatlari
ile yaptiklari bir galismada BA ve Sodyum tetraborat
kullaniimis ve 500 uM BA ve Sodyum tetraborat kon-
santrasyonunda 6lU hucreler oldugunu belirlemislerdir
(sirasiyla %50 ve %40). Normal lenfositlerde ve HL-
60 (akut I6semi hicreleri) hicrelerinde 1000 uM kon-
santrasyonda (sirasiyla %2,5 ve %8,8) apoptotik bir
etki bulunmustur [29]. Tepedelen ve arkadaslarinin
Kalsiyum fruktoborat (CaFB)'in MDA-MB-231 meme
kanseri hicre hattinda 6zellikle 50 uM ile yapilan te-
davide 6nemli dlgtide anti proliferatif bir etki gosterdigi
g6zlemlemiglerdir. Ayrica 10 uM’lik CaFB tedavisinde
caspase 9 seviyesini arttirarak apoptoza surikledigini
kesfetmislerdir [18].

4. Sonuglar (Conclusions)

Yapilan hicresel galismalarin bor bilesiklerinin kanser
hlcreleri Gzerinde bir sitotoksik etkisinin oldugunu ve
bu etkinin apoptoz mekanizmasi Uzerinden gercekles-
tigini gérmekteyiz. Bizim ¢calismamizdaki yeni bor bile-
sigi BPH'1n ayni sekilde potansiyel tedavi edici 6zelligi-
nin bu etki mekanizmasi Uzerinden oldugu icin yapilan
calismalari destekler niteliktedir. Belirlenen IC_; degeri
ayni sekilde otofaji mekanizmasinin arastirmasinda
Muse® Hucre Analiz cihazi kitleri kullanilmigtir. Verile-
rimizden de anlasilacagi tzere kontrole gére BPH gru-
bunda otofajik olarak belirgin bir artis gézlenmemistir.
Al-Ali ve Gonzalez-Sarmiento’nun yaptigi bir calisma-
da 5mM BA maruziyeti sonrasi H1299 ve COR-L23p
ve kuguk hucreli olmayan akciger kanseri hicre hatlari
(NSCLC) Uzerinde herhangi bir otofajik etkiye rastla-
nilmamistir [30].

Sonug olarak bu veriler 1s1§inda, BPH'In GBM’ye mo-
del olusturan U-87 MG hucrelerine sitotoksik etkisi be-
lirlenirken, hicre 8limu0 bigiminin otofaji yerine apop-
toz Uzerinden gergeklestigi anlasiimaktadir. Otofaji
yonunden anlamli bir gdzlem bulunmamaktadir. Batin
bu sonuglar, BPH’In yeni arastirmalarla desteklenmesi
kaydiyla, GBM'nin tedavisinde kullanilabilecek alter-
natif bir ajan olabilecegini distindirmektedir.
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