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Kolorektal Kanser Hiicrelerinde Boraksin Gpx4/ACSL4 Sinyal Yolu
Aracihigryla Sitotoksik Etkileri

Ceyhan HACIOGLU “*, Fatih DAVRAN 2

(0)/

Amac: Kolorektal kanser (CRC), kansere baglh 6liimlerin yaklasik %10'unu olusturmasiyla, malignite yoniinden tiglincii
ve kansere bagli 6liimlerde ikinci sirada yer almaktadir. Ferroptoz, CRC dahil ¢ok sayida kanserin tedavisinde ilag
direncini 6nlemede terapétiklerin anti-kanser etkinligini arttirabilecek potansiyel demire bagh hiicre 6lim yolagidir. Bu
¢alismada CRC hiicrelerinde ferroptozu sinyal yolagi lizerinden boraksin anti-proliferatif etkilerini arastirmak
amagclandi.

Gerec ve Yontemler: Oncelikle, boraksin sitotoksik konsantrasyonlar1 (0-64 mM araliginda) 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi ile belirlendi. Daha sonra sitotoksik boraks konsantrasyonlari ile 24 saat
inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinde glutatyon peroksidaz 4 (GPx4), acil-KoA sentetaz uzun zincirli aile iiyesi 4
(ACSL4), malondialdehit (MDA) ve 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) seviyeleri belirlendi.

Bulgular: 1 ve 4 mM boraks konsantrasyonlar1 hiicre canliligini etkilemezken, 8 mM ve izerindeki boraks
konsantrasyonlart HTC-116 hiicrelerinde canliligi anlamli gekilde diisiirmiistiir (p<0,05). MTT sonuglarina gore,
boraksin IC25 ve IC50 konsantrasyonlari sirasiyla 12,5 mM ve 20,8 mM olarak belirlendi. HTC-116 hiicrelerinde 24
saat boyunca 12.5, 16,2 ve 20,8 mM boraks maruziyeti GPx4 seviyelerinde konsantrasyon baghm sekilde disiis
olurken, ACSL4 seviyelerinde artis olmustur. Ayrica, HTC-116 hiicrelerine artan boraks uygulamasinin, kontrole
kiyasla MDA ve 8-OHdG seviyelerinde onemli bir artig ile lipit peroksidasyonuna ve DNA hasarina neden oldugu
bulundu (p<0,05).

Sonug: Deneysel verilerimiz dogrultusunda, boraks insan CRC hiicrelerinde potansiyel bir anti-kanser ajani olarak
ferroptozu indiikleyerek anti-proliferatif etkiler gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Boraks; DNA hasari; ferroptoz; HTC-116; lipit peroksidasyonu.

Cytotoxic Effects of Borax via GPx4/ACSL4 Signaling Pathway in Colorectal Cancer Cells

ABSTRACT

Aim: Colorectal cancer (CRC) ranks third in terms of malignancy and second in cancer-related deaths, accounting for
approximately 10% of cancer-related deaths. Ferroptosis is a potential iron-induced cell death pathway that could
increase the anti-cancer efficacy of therapeutics in preventing drug resistance in the treatment of many cancers,
including CRC. In this study, we aimed to investigate the anti-proliferative effects of borax via ferroptosis signaling
pathway in CRC cells.

Material and Methods: Firstly, we determined the cytotoxic concentrations of borax (range 0 to 64 mM) with the 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay. Subsequently, glutathione peroxidase 4
(GPx4), acyl-CoA synthetase long chain family member 4 (ACSL4), malondialdehyde (MDA) and 8-
hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) levels were determined in HCT-116 cells incubated with cytotoxic borax
concentrations for 24 hours.

Results: Borax at 1 and 4 mM concentrations did not affect cell viability, while borax at 8 mM and above
concentrations significantly reduced viability in HTC-116 cells (p<0.05). According to MTT results, 1C25 and IC50
concentrations of borax were determined as 12.5 mM and 20.8 mM, respectively. In HTC-116 cells, exposure to 12.5,
16.2, and 20.8 mM borax for 24 hours resulted in a concentration-dependent decrease in GPx4 levels and an increase in
ACSLA4 levels. We also found that increased borax administration to HTC-116 cells caused lipid peroxidation and DNA
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damage with a significant increase in MDA and 8-OHdG
levels compared to control (p<0.05).

Conclusion: In line with our experimental data, borax
showed anti-proliferative effects by inducing ferroptosis
as a potential anti-cancer agent in human CRC cells.
Keywords: Borax; DNA damage; ferroptosis; HTC-116;
lipid peroxidation

GIRIS

Kolorektal kanser (CRC), erigkin kadinlarda en sik
goriilen ikinci, erkeklerde ise ii¢iincii en yaygin kanserdir
ve diinya ¢apinda dliimlerin %9,2'sini olusturan dordiincii
onde gelen kanser 6lim nedenidir (1). Gelismekte olan
iilkelerde devam eden ilerlemeyle birlikte, diinya ¢apinda
CRC insidansinin 2035t 2,5 milyon yeni vakaya
yiikselecegi tahmin edilmektedir (2). CRC, bagirsagin en
uzun dalmi temsil eden kolon dokularindan birinde ve
rektum dokularinda olmak {izere ortaya ¢ikan bir
malignitedir. Hemen hemen tim CRC, polip adi verilen
kiiciikk bir gelisme olarak baglar; bu tiir polipler tipik
olarak iyi huyludur ve birka¢ yil sonra kanser gibi
biiyiiyebilirler (3). Yas, polip varligi, inflamatuar
bagirsak hastaligi, yasam standardi ve genetik bozukluk
Oykisii dahil olmak iizere obezite, fiziksel hareketsizlik,
yetersiz beslenme, sigara ve asir1 alkol kullanimi gibi
cevresel faktorler de CRC riski ile iligkilendirilmistir (4).
Gelismekte olan CRC  herhangi bir semptom
gostermeyebilir ve CRC endikasyonlar: siklikla metastaz
yapma kabiliyetine ve konumuna baglidir. Evreye gore
degismekle birlikte CRC tedavisinde genel yaklagim
radyoterapi ve/veya kemoterapi ile kombine cerrahi
rezeksiyondur (5). Kemoterapdtik ajanlarin etkinligini
degerlendiren ¢ok sayida klinik ¢alisma siirmekte olsa da,
maalesef ilerlemis rezeke edilemeyen CRC, yillik
ortalama 50.000 {iizerindeki O6lim orant ile tedavi
edilemez durumdadir (6). Bu nedenle kanserin molekiiler
mekanizmalarina odaklanan hedefe yonelik ve giivenli
tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine ihtiyag vardir. Bu
sinirlamalarin iistesinden gelmek icin de c¢esitli dogal
bilesiklerin ve baz1 eser elementlerin hiicre &liim
yolaklart etkilerinin arastirilarak potansiyel anti-kanser
aktivitelerinin ortaya konmasi gerekmektedir.

Ferroptoz ilk olarak Dixon tarafindan 2012'de yeni bir
hiicre O6limi olarak Onerilmistir (7). Otofaji  ve
apoptozdan farkli olarak, ferroptozda, azalmis veya yok
olmus mitokondriyal kristalar ve bozulmus ve
yogunlagmis bir dis mitokondriyal membran dikkat
¢ekicidir. Ferroptozdaki bu hiicre anormallikleri, artmis
membran lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasar
nedeniyle plazma zarmm segici  gegirgenliginin
kaybindan kaynaklanmaktir (8). Ferroptoz, glutatyon
peroksidaz 4 (GPx4) aktivitesini kaybetme, sistein
eksikligi ve agil-KoA sentetaz uzun zincirli aile iiyesi 4
(ACSLA4) seviyelerinde artis gibi bir dizi faktdriin neden
oldugu hiicrelerde demire bagimli lipit peroksitlerin
birikmesinden kaynaklanan bir tiir diizenlenmis hiicre
Olumiidiir (9). Artan sayida yeni ¢aligma, hiicre igi ferr6z
demirin  (Fe*?), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
seviyelerini artirarak, antioksidan glutatyon (GSH)
seviyesini azaltarak veya CRC hiicrelerinde GPx4'u
inaktive ederek ferroptozun indiiklenmesinin, CRC'nin
klinik  tedavisine katkida bulunabilecegini ortaya
koyarken, ferroptoz inhibisyonunun tiimériin ilerlemesine

ve CRC'nin tedavi direncine yol acabilecegi bildirilmistir
(10). Bu nedenle, ferroptozun diizenlenmesi, CRC
tedavisi i¢in umut verici bir strateji olabilir. Ayrica,
ferroptoz ile iligkili terapétik ajanlar ve metabolitler, bu
hastaligin teshisi ve prognozu icin biyolojik belirtegler
olarak hareket edebilir. Ancak, bildigimiz kadariyla,
CRC'nin gelisimi ve tedavisinde ferroptozun rolleri ve
etki mekanizmalarina odaklanan c¢ok smirli sayida
caligma yapilmustir.

Bor, bitkiler igin esansiyel bir eser elementtir ve saglik
sisteminde yaygin olarak kullanilan bir mineral maddedir.
Viicuda uygulandiktan sonra hizla emilir ve pasif
diftizyon sayesinde hizla yayilarak bazi metabolik
stirecleri tizerinde faydali etkileri vardir (11). Bor
bilesikleri olan borik asit ve boraksin deney hayvanlari ve
insanlarda sistemik toksik etkilerine bagl olarak, anti-
kanserojenik,  anti-invaziv,  anti-mutajenik,  anti-
inflamatuar ve ayrica anti-oksidatif 6zellikler dahil olmak
tizere ¢ok cesitli biyolojik etkiler sergilemistir (12,13).
Ayrica, yakin tarihli bir calisma, ¢esitli borik asit
konsantrasyonlarinin CCL-233 kolon kanseri hiicre hatt1
lizerinde anti-proliferatif etkiye sahip olabilecegini
gosterdi (14). Bununla birlikte, bor bilesiklerinin CRC
iizerindeki  sitotoksik  etkilerine  dair  molekiiler
mekanizmalar heniiz tam olarak ortaya cikarilamamustir.
Bu nedenle, bor bilesiklerinin neden oldugu hiicresel
degisikliklerin bilinmesi, borun potansiyel terapdtik
etkilerini ortaya ¢ikaracak ve bu alandaki diger
calismalara rehberlik edecek olan gelecekteki anti-kanser
¢aligmalari i¢in ¢ok dnemlidir. Mevcut ¢aligmamizda da,
boraksin (sodyum tetraborat) HCT-116 kolorektal kanser
hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif etkilerini bir hiicre
6lim yolagt olan ferroptoz iizerinden arastirmayi
amagladik. Bununla birlikte, farkli konsantrasyonlardaki
boraksin HCT-116 hiicrelerindeki  canliligi, lipit
peroksidasyonu, DNA hasar1 ve ferroptoz sinyal yolagi
iizerindeki etkilerini degerlendirdik. Bu dogrultuda
boraks konsantrasyonlar1 ile inkiibe edilmis HCT-116
hiicrelerinde malondialdehit (MDA), 8-
hidroksideoksiguanozin (8-OHdG), GPx4 ve ACSL4
seviyeleri analiz edildi.

GEREC VE YONTEMLER

Hiicre Hatt1 ve Kiiltiir Kosullar:

Insan CRC hiicreleri HCT-116, Amerikan Tipi Kiiltiir
Koleksiyonundan (ATCC, Rockville, MD, ABD) temin
edildi. Kiiltiir ortamina L-glutamin ve %10 fetal sigir
serumu igeren RPMI 1640 (SLM-240 Sigma-Aldrich) ile
penisilin/streptomisin (100 pg/mL-100 pg/mL; 15140148
Thermo Fisher Scientific) ilave edildi. Kiiltiir ortamu,
uygun nem ve %35 karbondioksit ile 37°C sicakliktaki bir
inkiibatdrde stabilize edildi.

Hiicre Canhih@ Analizi

Hiicre canlilig1 analizi i¢in hiicreler, bir kiiltiir ortamu ile
kuyu basina 5x10° hiicre yogunlugunda alt1 oyuklu kiiltiir
plakalarina ekildi. Boraks ¢ozeltisi 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve
64 mM konsantrasyonlarda (71997 Sigma-Aldrich)
hazirlandi. HCT-116  hiicreleri hazirlanan  boraks
konsantrasyonlar ile 24 saat boyunca inkiibe edildi.
Ardindan, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) soliisyonu kiiltiir
ortamina eklenerek canli hiicreler tarafindan mitokondrial
dehidrojenaz tarafindan formazan kristallerine
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doniistiirilmesi  saglanmistir ve devamunda formazan
kristallerini ¢6zmek i¢in dimetil siilfoksit (DMSO) ilave
edilmistir. Olusan renk yogunlugu, 570 nm'de bir
mikroplaka okuyucu (Epoch, BioTek) yardimiyla analiz
edildi.

HCT-116 hiicrelerinin canlilik yiizdesi asagidaki formiille
hesaplandi:

(Inkiibe edilen hiicrelerin optik yogunlugu — bos optik
yogunlugu) / (Inkiibe edilmeyen hiicrelerin optik
yogunlugu — bos optik yogunlugu) x 100
Hiicre Lizatinin Hazirlanmas1 ve
Olciimler

Boraksin biyokimyasal agidan HCT-116 hiicrelerindeki
MDA, 8-OHdG, GPx4 ve ACSL4 seviyeleri tizerindeki
etkilerini  belirlemek i¢in Oncelikle hiicre lizatlari
hazirlandi. MTT sonuglarina gore belirlenen boraksin
IC25, IC50 ve bir ara konsantrasyonu ile HCT-116
hiicrelerin 24 siireyle inkiibe edildi. Ardindan, kiiltiir
kabina yapisik hiicreler, soguk fosfat tamponu (pH 7.0)
ile yikandi ve daha sonra tripsin eklenerek kiiltiir
ortamindan ayrilmasi saglandi ve 4°C'de 10 dakika
boyunca 1000xg'de santrifiijlendi. Toplanan hiicreler, pH
7.0'deki fosfat tamponu ile li¢ kez yikandi ve lizis
tamponu (RIPA) yeniden siispanse edilerek 4°C'de 15
dakika boyunca ile inkiibe edildi. Son olarak, hiicre
kalintilari, 4°C'de 30 dakika boyunca 10000xg'de
santrifiijlenerek  uzaklastirildi. Hiicrelerdeki protein
seviyeleri Lowry ve ark. (15) yontemine gore olgiildii.
Hazirlanan hiicre lizatlari, biyokimyasal analizler igin
hemen kullanildi.

Ferroptozun o6nemli biyobelirtegleri olan ACSL4 ve
GPx4 seviyelerinin yan1 sira DNA hasarinin  bir
gostergesi olan 8-OHAG, boraks ile inkiibe edilen hiicre
lizatlarindan, bir mikroplaka okuyucu kullanilarak ticari
olarak  mevcut  kitler (sirastyla ~ MBS9331516,
MBS2000338 ve CSB-E10140h) kullanilarak olgiildii.
Analizi i¢in Oncelikle kit bilesenlerinin oda sicakligina
gelmesi saglandi. ACSL4, GPx4 ve 8-OHdG analizi igin
onceden uygun antikorlar ile kaplanmis plakalar
kullanilarak {iretici talimatlar1 dogrultusunda reaksiyon
ortamina eklenen reaktif sonucu olusan renk yogunlugu
450 nm'de olgiildii. Sonuglar ng/mg protein olarak ifade
edildi.

Lipit peroksidasyonunun 6nemli bir biyolojik belirteci
olan MDA 'nin, boraks ile inkiibe edilen HCT-116 hiicre
lizatlarinda, ticari olarak mevcut bir kit (MAKO085-1KT
Sigma-Aldrich) kullamilarak {ireticinin  talimatlarina
dogrultusunda mikroplaka okuyucu yardimiyla 532 nm'de
kolorimetrik olarak 6l¢iildii. Sonug seviyeleri nmol/mg
protein olarak ifade edildi.

Istatistiksel Analiz

Deneysel protokoliin ii¢ kez tekrarlanmasinin ardindan
bagimsiz gruplara ait veriler ortalama =+ standart sapma
olarak sunuldu. Verilerin normallik analizi Shapiro-Wilk
normallik testi yardimiyla yapilmistir. Normal dagilima
uyan veriler, tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak degerlendirildi ve ¢oklu karsilastirmalarda
Tukey posthoc testi kullamild:. Istatistiksel analizlerde
GraphPad Prism 7 programlari kullanildi. p<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Biyokimyasal

Hiicre canlilif1 analizi HCT-116 hiicrelerinin boraksin 1,
2, 4,8, 16, 32 ve 64 mM konsantrasyonlar1 ile 24 saat
sireyle inkiibe ederek gerceklestirildi. Tiim hiicre
canlilign yiizdeleri ve Onem seviyeleri, Sekil 1’de
sunulmustur. Inkiibasyon sonunda, 1, 2 ve 4 mM boraks
konsantrasyonlar1 kontrol grubuna kiyasla HCT-116
hiicrelerinin canliliginda 6nemli bir azalmaya neden
olmamistir (p>0,05). Kontrol ile karsilastirildiginda 8
mM'lik konsantrasyon, dnemli sitotoksisiteye sahip olan
ilk boraks konsantrasyonuydu (p=0,014). Bununla
birlikte, 8 mM ve iizerindeki boraks konsantrasyonlarinda
hiicre canliliginda istatiksel olarak anlamli bir disiis
tespit edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 8,
16, 32 ve 64 mM boraks konsantrasyonlarinda hiicre
canliliklart sirasiyla %38,6, % 35,8, %65,2 ve %974
(p=0,014 ve p<0,001). MTT sonuglarina gére, HCT-116
hiicreleri icin IC25 ve IC50 konsantrasyonlar: sirasiyla
12,5 mM ve 20,8 mM olarak belirlendi. Biyokimyasal
analizler sirasinda 1C25 ve IC50 konsantrasyonlarina ek
olarak 16,2 mM boraks bir ara konsantrasyon olarak
kullanildt.
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Sekil 1. HCT-116 kolorektal hiicrelerindeki boraks
uygulamasinin hiicresel proliferasyon iizerindeki etkileri.
* p<0,05; *** p<0,001 kontrol grubuna gore

12,5, 16,2 ve 20,8 mM boraks konsantrasyonu ile tedavi
edilen HCT-116 hiicrelerindeki GPx4 ve ACSL4

seviyeleri, Sekil 2A ve B'de gosterilmistir. 24 saat
boyunca 12,5, 16,2 ve 20,8 mM boraks
konsantrasyonlar1 ile inkiibe edilen hiicreler, ACSL4

seviyelerinde kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla
strastyla %54,2, %76,3 ve %106,2'lik istatistiksel olarak
anlamli bir artis gosterdi (p<0,001). Ote yandan, boraks
ile inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerindeki GPx4
seviyeleri kontrole gore sirasiyla %35,1, %64,4 ve %83,7
oraninda istatistiksel olarak azaldi (p<0,001). Genel
olarak boraksin konsantrasyon bagimli bir sekilde
ferroptozu indiikledigini gozlemledik.

Sekil 3'de gosterildigi gibi, 12,5, 16,2 ve 20,8 mM
boraks ile inkiibe edilen HCT-116 hiicrelerinde, kontrole
kiyasla artan boraks konsantrasyonlariyla birlikte 8-
OHdG seviyelerinde nemli bir artiga neden oldu. 12,5 ve
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16,2 mM'lik boraks konsantrasyonu, kontrol ile
kargilastirildiginda 8-OHAG seviyelerinde sirastyla %53, 1
ve %118,4’1ik artigla sonugland: (p<<0,001). Ayrica, 20,8
mM boraks konsantrasyonunda 8-OHdG seviyelerin
yaklasik 3 katlik yiikselisle en biiyiik artisa yol agmistir
(p<0,001).

Boraks inkiibasyonu sonrast HCT-116 hiicrelerinde lipit
peroksidasyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
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bir artig gozlendi. Boraks, HCT-116 hiicrelerinde MDA
seviyelerinde dnemli konsantrasyon bagimli bir artisa yol
acmistir. Artan konsantrasyonlarda boraks ile inkiibe
edilmis hiicrelerde MDA seviyeleri, Sekil 4'de
gosterilmistir. Kontrol grubu kiyaslandiginda 12,5, 16,2
ve 20,8 mM boraks ile inkiibe edilen HCT-116
hiicrelerindeki MDA seviyeleri sirastyla %13,5, %38,2 ve
%66,4’1liik artig gostermistir (p=0,0026 ve p<0,001).
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Sekil 2. HCT-116 kolorektal hiicrelerindeki boraks uygulamasmin ferroptoz biyobelirtecleri {izerindeki etkileri. A:
ACSLA4 seviyeleri; B: GPx4 seviyeleri; GPx4: Glutatyon peroksidaz; ACSL4: A¢il-KoA sentetaz uzun zincirli aile tiyesi

4; * p<0,001 kontrol grubuna gore
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Sekil 3. HCT-116 kolorektal hiicrelerindeki boraks
uygulamasinin lipit peroksidasyonu {iizerindeki etkileri.
MDA: Malondialdehit; * p<0,01; ** p<0,001 kontrol
grubuna gore
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Sekil 4. HCT-116 kolorektal hiicrelerindeki boraks
uygulamasinin DNA hasar1 tizerideki etkileri. 8-OHdG:
8-hidroksi deoksiguanozin; * p<0,001 kontrol grubuna
gore
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TARTISMA

Diinya niifusunun yaslanmasi ve risk faktorlerinin artmasi
nedeniyle kanser insidansi siirekli artmaktadir. Tim
kanser tiirleri arasinda kolon kanseri yiiksek insidans ve
mortalite oranlarina sahiptir (16). Erken tanidaki artig ve
yeni gelistirilen tedavi yontemlerinin basarisi nedeniyle
sagkalim oranlarinda kismi iyilesme olmustur. Ancak, 5
yillik sagkalim oranlart hala %60'mm altindadir (17).
Tedavinin basarisi, kanser hiicrelerinin molekiiler
profiline ve toksik etkilerin diizeyine baglidir (18).
Sentetik kemoterapétik ilaglarin yan etkilerinden dolayi,
basta kolon kanseri olmak iizere bir¢ok kanserin tedavisi
icin ¢esitli dogal bilesikler, besinler ve fitokimyasallar
arastirllmistir (19). Bu alanda biyoaktif bor bilesikleri,
daha onceki makalelerde incelenen dnemli 6zellikleri ile
arastirilan molekiillerden biridir (20). Bor bilesikleri ve
tuzlari, endiistriyel alanlarda bakteri ve mantarlari
oldiirmek icin antiseptik bir ajan olarak kullanilmaktadir.
Mikroorganizma biiylimesini inhibe etme yeteneginden
dolay1 bazi gida firlinlerinin korunmasinda borik asidin
kullanildigr bildirilmistir (21). Son yillarda kanserle
iligkili ~ ¢aligmalarda bor bilesikleri  kullanilmaya
baglanmistir. Ek olarak, fenilboronik asit, guanidin
biborik asit, dihidroksi bor hidrokloriir monohidrat, borik
asit ve sodyum tetraborat gibi bor tiirevi bilesiklerin
B16F10 murin melanomu, HL-60 ve U-937 insan 16semi
hiicreleri  iizerinde  sitotoksik  etkileri  oldugu
belgelenmistir (22,23). Bir bagka ¢alismada, borik asidin
insan prostat kanseri ve insan kolon adenokarsinom
hiicreleri  proliferasyonu iizerindeki  inhibisyonunu
arastirmak i¢in borik asit igeren besiyeri eklenmis ve
daha sonra hiicrelerde proliferasyon, apoptoz, hiicre
dongiisii ve mitokondriyal aktivasyon agisindan DU145,
LNCaP, PC3 ve SW-480 kanser hiicre hatlarinda doza
bagli olarak hiicre proliferasyonunu agikga azalttig1 tespit
edilmigtir (24,25). Benzer sekilde, daha &nce bir
caligmamizda borik asidin DU-145 kanser hiicrelerinde
konsantrasyona bagl olarak proliferasyonu engellemis ve
morfolojik deformitelere ve oksidan stresi arttirarak da
apoptoza neden oldugunu bulduk (26). Bu c¢aligmada,
CRC kanser hiicre hatlar1 iizerinde yukarida bahsedilen
anti-proliferatif ve apoptotik etkileri nedeniyle sitotoksik
ajan olarak boraksi sectik. Bugiine kadar, ¢ogu g¢alisma
borik asidin hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite
iizerindeki etkilerini incelemistir. Bu nedenle bu
¢alismada HCT-116 hiicrelerinin 24 saatlik boraks
maruziyetinin ferroptoz iizerinden verdigi yanitlari
gostermeyi  hedefledik.  Sonuglarimizda, boraksin,
kolorektal kanser HCT-116 hiicrelerinde GPx4/ACSL4
sinyal yolunun lipit peroksidasyon aracili anti-timor
aktiviteler gosterdigini ortaya koymaktadir.

Son yillarda bir¢ok arastirmaci bor ve bilesikleri tizerinde
¢esitli deneysel calismalar yapmislardir. Acerbo ve ark.
farkli zaman araliklarinda (1-10 giin) SK-MEL-28 insan
melanom hiicrelerinin canlilig1 lizerindeki degisen borik
asit  (5-50mM) dozlarinin  etkisini tripan mavisi
yontemiyle arastirmistir. Burada borik asidin hiicre
canliligint azalttig1 ve doza ve zamana bagl bir sekilde
apoptoza neden oldugu bulunmustur (27). Ayrica borik
asidin ozellikle ytiksek dozlarda DU-145, PC-3 prostat ve
ZR-75-1 meme hiicre dizilerinde hiicre go¢iini
engelledigi ve 8 giin sonra hiicre canlihigini azalttig1 da
bildirilmistir (28). Ek olarak, MDA-MB-231 meme

kanseri hiicrelerinde, borik asidin hiicre biiyiimesini
inhibe ettigi de bildirilmistir (29). Bir bor bilesigi olan
boraksin HCT-116 kolorektal kanseri hiicreleri tizerindeki
etkilerini arastirmak icin yaptigimiz ¢alismamizda MTT
yontemi ile hiicre canlilif1 analizi gerceklestirdik. Burada
24 saatlik siire boyunca hiicre canliliginda konsantrasyon
bagimli bir azalma gozlemledik.

CRC, sindirim sisteminin ¢ok yaygin bir malign
tiimoridiir. CRC tedavisinde okzaliplatin ve fluorourasil
gibi ¢esitli kemoterapi ilaglar1 uygulanmis olmasina
ragmen mortalite orani hala ¢ok yiiksektir. Son yillarda
onkoloji  alaninda  ferroptoz  {izerine  odaklanan
arastirmalar olduk¢a yogundur ve ayrica CRC ile
ferroptoz arasindaki iliskiyi ortaya koyan bir¢cok bilimsel
basar1 da bulunmaktadir (30). Ferroptoz, esas olarak
hiicre i¢i demir birikimi ve lipit peroksidasyonu ile
indiiklenen bir hiicre 6liimii geklidir. Asir1 demir, Fenton
reaksiyonu ile ROS iiretimi yoluyla ferroptoza katkida
bulunur; nikotinamit adenin diniikleotit fosfat (NADPH)
bagimli lipit peroksidasyonu ve GSH tiikenmesi de
ferroptozun uyarilmasinda ¢ok 6nemli roller oynar (31).
GPx4, lipit hidroperoksitleri toksik olmayan lipit
alkollere indirgemek igin kofaktorii olarak GSH'yi
kullanir,  boylece  ¢ift  fosfolipit  katmanlarinin
biitiinliigiini  korur ve ferroptozu Onler. GPx4'in
farmakolojik veya genetik olarak inaktivasyonu, toksik
lipit peroksitlerin siddetli birikimine yol agar ve
ferroptozu tetikler (32). Deneysel c¢aligmalar, tagitinin
C’ye maruz kalan HCT-116 hiicrelerinde ROS, lipit
peroksidasyonu, MDA ve kararsiz demir havuzu
seviyelerinde artis ve GPx4 ve GSH seviyelerindeki
diistisle ferroptozun indiikledigi gostermistir (33). Bir
baska c¢alismada, demir homeostazini diizenleyen bir
siderofor proteini olan lipokalin 2 asir1 eksprese
edildiginde, hiicre i¢i demir seviyelerini azaltarak ve
GPx4 ve XxCT ekspresyonunu uyararak ferroptozu
azaltabilecegi, bunun da hem in vitro hem de in vivo
kolorektal kanser hiicrelerinde 5-florourasil direncine yol
acabilecegini gostermistir (34). Calismamizin sonuglari,
ferroptozun gostergesi olan lipit peroksidasyonu ve
ACSL4 diizeylerinin konsantrasyona bagli olarak
artarken, GPx4 diizeylerinin distiigiinii gdstermistir.
Dahasi, boraksin IC50 konsantrasyonunda MDA ve 8-
OHdG seviyelerini arttirdigini tespit ettik. Bildigimiz
kadariyla, farkli olasi hedefler i¢in Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayli ferroptoz
indiikleyici bilesikler olmasina ragmen, kolorektal
kanseri iizerinde onaylanmig ferroptoz indiikleyen
molekiiller yoktur. Bor tiirevi bilesik olan boraksin HCT-
116  kolorektal hiicre hatti iizerinde ferroptozu
indiikledigini ilk kez belirledik.

SONUC

Bugiine kadar, ¢ok sayida arastirma, CRC'de ferroptozun
olasi rollerini arastirmistir. Ferroptoz, yavas yavas timor
direncinin tersine c¢evrilmesi alaninda bir arastirma
noktas1 haline gelen, hiicre i¢i ROS birikimi ile
karakterize edilen, demire bagimli, apoptotik olmayan,
hiicre 6liimiiniin yepyeni bir yoludur. Yukarida bahsi
gecen caligsmalarda, klasik oksidatif stres yolunun
ferroptozu indiiklemek igin onemli bir nedensel faktor
oldugunu gostermistir. CRC patofizyolojisi iizerine
yapilan  kapsamli  arastirmalarla, =~ CRC  direng
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mekanizmasi giderek daha fazla tartigilmaktadir. Kanser
hiicrelerinde ~ ferroptozun  indiiklenmesinin,  ¢oklu
kemoterapotiklerin ve hedeflenen preparatlarin direncini
tersine ¢evirdigi ve ilaglarin terapotik etkilerini
arttirdigini  dogrulanmigtir. Bu nedenle, bu ¢aligmada,
boraks uygulamasinin, CRC hiicre hattinda ferroptoz
indiikleyerek timor hiicrelerini canliligini baskilaya
bilecegi gosterilmistir. Sonug¢ olarak, boraks, HCT-116
hiicrelerinde ferroptoz dahil olmak {izere sitotoksik
etkiler gostermigtir. Kayda deger sekilde, boraks
ferroptozun indiiklemesine neden oldugu etki, HCT-116
hiicrelerindeki lipit peroksidasyonunu da arttirarak ani-
proliferatif etkileri giiclendirdigi ortaya konmustur. Anti-
kanser etkinlik, boraks uygulamasiyla ferroptoza duyarl
olmayan HCT-116 hiicrelerini ferroptotik hiicre liimiine
duyarli hale getirdi. Ek olarak, boraksin ayrica
ferroptozun indiiklemesinin yani sira DNA hasar1 ile
sinerjik sitotoksisiteye sahip oldugunu bulduk. Bu da,
kanserde ilag direncinin istesinden gelmek icin yeni
terapotik strateji hakkinda fikir verebilir. Ote yandan,
mevcut verileri destekleyebilecek molekiiller temellere
sahip ferroptoz biyobelirteglerinin ekspresyon
seviyelerinin aragtirildig1 farkli CRC hiicre hatlar1 ve in
vivo modelleri igeren ¢alismalara ihtiyag vardir.
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