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Oz: Son yillarda yapilan calismalar bor bilesiklerinin biyolojik 6nemi ve insan saglig1 iizerine
olast yararl etkilerini vurgulamaktadir. Bunun yaninda yiiksek miktarda bor maruziyetinin
olumsuz etkileri olabilecegi bildirilmektedir. Borun tiimér hiicrelerinde anti-kanser ve anti-
proliferatif etkiler gosterebilecegi ile ilgili bilgiler bulunmakta, ancak bu etkilerin normal
hiicreleri nasil etkileyebilecegi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Calismamizda borik asidin
(BA) hiicre canliligi/sitotoksisite tizerine etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla,
L929 fare fibroblast hiicreleri farkli konsantrasyonlarda BA ile 48 saat muamele edilmistir. 2H-
Tetrazolium,2-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-3,5-diphenyl-,bromide (MTT) yontemi ile
mitokondriyal aktivite belirlenmis, notral kirmizist alimi (NR) yontemi ile lizozomal aktivite
degerlendirilmistir. MTT testi ile 3,125-100 mM BA gruplarinda (p<0,05; p<0,001); NR testi ile
25-100 mM BA gruplarinda (p<0,01; p<0,001) hiicre canlilifinda azalma oldugu tespit
edilmigtir. Borik asidin in vitro kosullarda konsantrasyona bagli olarak mitokondriyal ve
lizozomal aktiviteyi etkileyerek hiicre canliligini azalttigi bulunmustur. Borik asidin etkin tedavi
dozunun belirlenmesi igin in vivo ¢alismalarin yapilmasina ihtiya¢ oldugu diistinilmistiir.

Anahtar kelimeler: Borik asit, Fibroblast, Hiicre canliligi, 1.929, Sitotoksisite

In vitro Evaluation of Cell Viability/Cytotoxicity Efficiency of Boric Acid
in Fibroblast Cells

Abstract: Recent studies highlight the biological importance of boron compounds and their
potential beneficial effects on human health. In addition, it is reported that high amounts of
boron exposure may have adverse effects. There is information that boron may exert anti-cancer
and anti-proliferative effects on tumor cells, but it is not yet known how these effects can affect
normal cells. In our study, we aimed to evaluate the effect of boric acid (BA) on cell
viability/cytotoxicity. For this purpose, L929 mouse fibroblast cells were treated with different
concentrations of BA for 48 hours. Mitochondrial activity was determined by the 2H-
Tetrazolium,2-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-3,5-diphenyl-,bromide (MTT) method, and lysosomal
activity was evaluated with the neutral red uptake (NR) method. A significant decrease was
detected in 3.125-100 mM BA groups (p<0.05; p<0.001) with the MTT test and 25 mM-100
mM BA groups (p<0.01; p<0.001) with the NK test. Boric acid has been found to reduce cell
viability by affecting mitochondrial and lysosomal activity, depending on the concentration in
vitro. It has been thought that in vivo studies are needed to determine the effective treatment
dose of boric acid.
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1. Giris

Bor, diyet ve i¢gme sulari ile alinan esansiyel bir eser elementtir. Diyet ile alinan bor,
viicutta borik aside (H3BO3) doniisiir ve normal metabolik aktivitelerde 6énemli rol
oynar [1-3]. Son yillarda yapilan calismalarda bor bilesiklerinin biyolojik énemi ve
insan saglhig {lizerinde olas1 yararli etkilerinden s6z edilmektedir. Borun kemik
gelisiminde, yara iyilesmesinde, enerji metabolizmasinda ve immiin sistemde onemli
rolii oldugu ve oksidatif hasara kars1 koruyucu bir ajan olarak antioksidan savunmada
kullanilabilecegi rapor edilmektedir [4-8]. Yapilan ¢alismalarda borun prostat kanseri,
meme kanseri ve akciger kanseri gibi pek cok kanser riskinin azaltilmasina katki
saglayabilecegi bildirilmistir [8-12]. Yiiksek miktarda absorbe edildiginde borun
toksisiteye neden olabilecegi, diyet disinda bor iceren ilaglar1 fazla tiilketmenin ya da
mesleki nedenle yiliksek miktarda bora maruz kalmanin gastrointestinal rahatsizliklar,
deri ve mukozanin dokiilmesi, sperm say1 ve motilitesinde azalma gibi olumsuz etkilere
neden olabilecegi rapor edilmektedir [1, 6]. Eksojen kaynakli borun timor hiicrelerine
olas1 etki mekanizmasi ile ilgili bilgiler literatiirde yer almakta, ancak bu durumun
normal hiicreleri nasil etkiledigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Doz, kimyasal form
ve zamana bagli olarak borun anti-kanser ve anti-proliferatif etkilerinin olabilecegi, bu
nedenle kanserde alternatif bir terapdtik ajan olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir.
Ancak borik asidin molekiiler etki mekanizmasi netlik kazanmamustir [7, 8].
Calismamizda borik asidin farkli konsantrasyonlarinin fare fibroblast hiicre dizisinde
hiicre canliligi/sitotoksisite tizerine etkisinin mitokondriyal aktivite ve lizozomal
aktivite lizerinden degerlendirilmesi amaclanmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Hiicre Kiiltiirii

Deneylerde %89 Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), %9 1s1 ile inaktive
edilmis fetal bovine serum (FBS) ve %1 penisilin-Streptomisin antibiyotik soliisyonu ile
hazirlanan besiyeri kullanilmistir. 1929 fibroblast hiicreleri (The American Type
Culture Collection (ATCC)) kontrol ve borik asit deney gruplarini olusturmak iizere, 96
kuyucuklu plakalara 7x10° adet hiicre/kuyucuk seklinde ekildi. Hiicre ekiminden 24 saat
sonra kontrol ve BA gruplar1 normal besiyeri ve farkli konsantrasyonlarda (1,56 - 3,125
-6,25-12,5-25-50 - 100 mM) BA igeren besiyeri ile degistirildi. Daha sonra 48 saat
karbondioksit inkiibatoriinde (37°C, %5 CO,) inkiibe edildi. Deney siiresi sonunda
MTT ve NR testleri gergeklestirilerek hiicre canliligi/sitotoksisite belirlendi. Deneylerde
kullanilan DMEM, FBS ve penisilin-streptomisin antibiyotik sollisyonu (Wisent-
Canada) 1le MTT, NR, borik asit, dimetil siilfoksit (DMSO), etanol (=99,7) ve glasiyal
asetik asit (Sigma-Aldrich, Germany) ticari olarak temin edildi.

2.2. Hiicre canliigi/sitotoksisite analizi
2.2.1. MTT-2H-Tetrazolium,2-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-3,5-diphenyl-,bromide testi

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) bir tetrazolyum tuzu
olup, canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat-dehidrogenaz enzimi bu tuzun
tetrazolyum halkasini pargalayarak suda ¢6ziinmeyen formazan tuzlari olusturur. Hiicre
cogalmasi arttikca formazan tuzu olusumuna bagli olarak absorbans degeri de
artmaktadir. Bu yontemle mitokondriyal aktivite iizerinden hiicre canliligi/sitotoksisitesi
belirlenir. Calismamizda borik asitle muamele edilen hiicrelerin mitokondriyal
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aktiviteleri bu yontemle degerlendirilmistir. Borik asit ile inkiibe edilmek iizere hiicreler
96 kuyucuklu plakalara ekildi. Deney siiresi sonunda kuyucuklardan besiyeri
uzaklastirildi. Daha sonra kuyucuklara 100 pL taze besiyeri ile 10 uL (5 mg/mL) MTT
soliisyonu eklendi ve 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda her kuyucuga 100
uL DMSO ilave eklendikten sonra absorbans degerleri 570 nm’de ELISA mikroplaka
okuyucuda (Multiskan GO-Thermo) olgiildii [1]. Optik dansite (OD) degerleri
kullanilarak GraphPad Prism 8 programu ile borik asit i¢in inhibitoér konsantrasyon 1Csg
degeri hesaplandi.

2.2.2. Notral kirmizist (NR) alimu testi

Notral kirmizis1 alim testi, zayif katyonik bir boyanin difiizyonla hiicre membranindan
gecerek lizozomlarda birikmesi temeline dayanmaktadir. Yasayan-saglikli ya da hasarli-
Olii hiicrelerin boyayr almalarindaki farklilia gore hiicre canliligi/sitotoksisitesi
belirlenir. Deney siiresi sonunda 96 plakalarin her kuyucugundaki besiyeri
uzaklastirildi. Daha sonra kuyucuklara 90,33 NR standart ¢ozeltisi iceren 100 uL
besiyeri eklendi ve hiicreler 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda NR ¢ozeltisi
iceren besiyeri atildi1 ve kuyucuklara 25 mL etanol, 0,5 mL glasiyal asetik asit ve 24,5
mL distile su iceren fiksasyon ¢ozeltisinden 100 pL eklendi. Olusan renk degisimi
ELISA mikroplaka okuyucuda 540 nm dalga boyunda absorbans Olciimii ile
degerlendirildi [13].

2.3. Istatistiksel analiz

Caligmadan elde edilen veriler IBM SPSS 21.0 paket programinda analiz edildi.
Verilerin normal dagilima uygunluklar1 Shapiro-Wilk testi ile varyanslarin homojenligi
Levene testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gosteren gruplar arasindaki
karsilagtirmalar tek yonlii varyans analizi One-Way ANOVA testi ile yapildi. Sonuglar
ortalama + standart sapma (Ort£Ss) olarak verildi ve istatistiksel anlamlilik diizeyi
p<0,05 olarak kabul edildi.

3. Bulgular
3.1. MTT sonuclart

Borik asit konsantrasyonu 1,56 mM olan grubun hiicre canliligi kontrol grubuna kiyasla

degismezken; 3,125 - 100 mM doz araliginda olan BA gruplarinin canliliginda azalma
oldugu tespit edildi (p<0,05; p<0,001) (Sekil 1).
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Sekil 1. Farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulanan L929 fibroblast hiicrelerinde MTT sonuglari
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O.D.: Optik Dansite (Ort£Ss). *p<0,05; ***p<0,001

Farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulanan fibroblast hiicrelerinde inhibitor
konsantrasyon (ICsp) degeri MTT sonuglarina gore elde edilen OD degerler kullanilarak
hesaplandi ve 42.065 mM olarak belirlendi (Sekil 2).
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Sekil 2. Borik asit i¢in inhibitor konsantrasyon ICsy degeri

3.2. NR sonuclart

Kontrol grubuna gore 1,56 ve 12,5 mM doz araliginda olan BA gruplarinda NR
degerlerinde anlamli bir degisiklik gozlemlenmezken; 25, 50 ve 100 mM BA
gruplarinda azalma oldugu tespit edildi (p<0,01; p<0,001; p<0,001) (Sekil 3).
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Sekil 3. Farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulanan L929 fibroblast hiicrelerinde NR sonuglar1
0O.D.: Optik Dansite (Ort & Ss). **p<0,01; ***p<0,001

4. Sonug¢ ve Yorum

Canlilar i¢in esansiyel bir eser element olan borun kimyasal form, doz ve maruziyet
stiresine bagli olarak, antioksidan savunma mekanizmasimi destekledigi, genotoksisite
ve lipid peroksidasyona karsi potansiyel koruyucu etkileri oldugu, oksidatif stresi
azalttig1 rapor edilmistir [14-16]. Yapilan galismalarda borun antioksidan savunmadaki
roliiniin yan1 sira, farkli kimyasal form ve dozlarda c¢esitli kanser hiicreleri igin
sitotoksik etki ile anti-proliferatif ve anti-kanserojen oldugu belirlenmis, kanser gelisim
riskini azaltabilecegi i¢in kanserden korunma amaci ile kullanilabilecegi Onerilmistir
[17-21]. Hacioglu ve ark. (2020), DU-145 insan prostat kanseri hiicrelerinde borik
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asidin, konsantrasyona (0-12,5 mM) bagli olarak oksidatif stres, hiicre biiylimesi
inhibisyonu, apoptoz ve morfolojik degisikliklere neden oldugunu gostermislerdir.
Antioksidan 6zelligi bilinen borik asidin belirli dozlarda oksidan olarak davrandigini ve
hiicre gogalmasini dnleyebilecegini bildirmislerdir [22]. Celik ve ark. (2020), U-87MG
hiicrelerinde 2454 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarda boraks pentahidratin sitotoksik
ozellik gosterdigini ve beyin timorii tedavisinde kullanilabilecek alternatif bir ajan
olabilecegini rapor etmislerdir [23]. Cigel ve ark. (2020), insan kolon kanseri
hiicrelerinde (Caco-2) borik asidin doza bagl olarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
inhibe ettigini gézlemislerdir [24]. Tombuloglu ve ark. (2020), insan akciger hepatoma
hiicre dizisinde (HepG2) doza baglhi olarak borik asidin hiicre biiyiimesini inhibe
ettigini, 24 mM dozun ise HEPG2 hiicreleri i¢in ICsq degeri oldugunu belirlemislerdir
[1]. Baska bir ¢alismada melanoma hiicrelerinde borik asidin 12,5-50 mM dozlarinda
hiicre replikasyonunu yavaslattigi ve apoptozu indiikledigi bildirilmistir [25]. Yapilan
bu c¢alismalarda bor bilesiklerinin etkinliginin kanser hiicrelerinde genis bir
konsantrasyon araliginda arastirildigi gozlemlenmistir. Kanser hiicrelerinde sitotoksik
etki gosterebilecegi rapor edilen borun normal hiicrelerde etkinligini degerlendiren
arastirmalar da mevcuttur. Ugur ve ark. (2019), L929 fibroblast hiicrelerinde yaptiklari
calismada, ¢inko boratin antioksidan aktivite gosterdigini, antimutajenik 6zellikleri ile
tibbi amaglh kullanim potansiyeline sahip oldugunu bildirmislerdir [26]. Arslan ve ark.
(2016), insan primer alveol epitel hiicrelerinde (HPAEpIC) borik asidin nikotin kaynakli
sitotoksisiteye karsi potansiyel bir koruyucu ajan olarak degerlendirilebilecegini rapor
etmislerdir [27]. Yilmaz ve ark. (2016), Cin hamster akciger fibroblast V79 hiicre
dizisinde 3-200 uM dozlarinda borik asidin hiicre canliligini etkilemedigini, hidrojen
peroksitin indiikledigi oksidatif DNA hasarin1 azaltarak koruyucu etki olusturdugunu
rapor etmislerdir [3]. Akbas ve ark. (2012), HEK293 hiicrelerinde borik asidin 250
uM’dan  diisiik konsantrasyonlarda hiicre canliliginda anlamli  bir degisim
gozlemlenmezken 500 pM ve iizerinde hiicre canliligmmi onemli Olglide azalttigini
bildirmislerdir [2]. Borun normal hiicrelerde etkinligini degerlendirmek amaci ile
yaptigimiz ¢alismamizda 1.929 fibroblast hiicreleri 1,56 mM ile 100 mM araliginda
degisen farkli konsantrasyonda borik asit ile muamele edildi. Borik asidin 42,065 mM
(ICsp) ve tizerindeki degerlerde fibroblast hiicrelerinde hiicre canliligini azalttigi tespit
edildi. Borik asidin mitokondriyal aktiviteyi 3,125 mM ve izerindeki
konsantrasyonlarda, lizozomal aktiviteyi ise 25 mM ve iizerindeki konsantrasyonlarda
azaltigi  gozlemlendi. Elde edilen veriler literatiirdeki bilgiler ile birlikte
degerlendirildiginde borun etkinliginin hiicre tipine ve konsantrasyonuna gore degistigi
belirlendi. Borun hiicre canlilig1 ve sitotoksisite lizerine etkinlik mekanizmasi halen tam
olarak belirlenememis ve arastirllmaya devam edilmektedir. Bu ¢alismamizdan yola
cikarak ileriki ¢alismalarda borik asidin hiicre i¢i organeller, niikleotit metabolizmast,
enzimler ve protein aktiviteleri ile iliskisinin molekiiler teknikler ile arastirilmasi
hedeflenmektedir. Sonug olarak iilkemiz igin son derece dnemli bir kaynak olan borun
gittikge artan kullaniminin olasi toksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in farkli doz, siire
ve arastirma metodlari ile desteklenmesi gerekmektedir.

Arastirmacilarin Katki Oram Beyani
Dilek Diizglin Ergiin: Metodoloji, Arastirma, Yazim
Ahu Soyocak: Metodoloji, Arastirma, Yazim
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