) ORIJINAL MAKALE / ORIGINAL ARTICLE

A Saglik Bilimlerinde Deger / Sagdlk Bil Deger
. D UZC c ) Value in Health Sciences / Value Health Sci
UNIVERSITESI ISSN: 2792-0542 sabd@duzce.edu.tr  2024; 14(2): 224-231
doi: https://dx.doi.org/10.33631/sabd.1408373

Borik Asit LPS ile Uyarilan Glioblastoma Hiicrelerinde inflamazom
Aktivasyonunu inhibe Eder

Ceyhan HACIOGLU 12

0z
Amag: En sik goriilen primer beyin tiimérleri olan gliomalar, cesitli klinik 6zellikler ve kétii prognoz sergiler. inflamazom
aktivasyonu, glioma gelisiminde rol oynayan, niikleotid baglama alan1 16sin agisindan zengin aile pirin iceren 3 (NLRP3)
gibi inflamazomlar tarafindan diizenlenen, merkezi sinir sistemindeki inflamatuar mikro ortamla yakindan baglantilidir.
Ancak NLRP3'iin insan gliomasindaki rolii belirsizligini koruyor. Bu ¢alisma borik asidin U87 glioblastoma hiicreleri ve
NLRP3 inflamazom aktivasyonu iizerindeki etkilerini arastirmaktadir.
Gerec¢ ve Yontemler: Enzime bagl immiinosorbent analizi (ELISA) yontemini kullanarak 24, 48 ve 72 saat boyunca cesitli
borik asit konsantrasyonlarina maruz kalan U87 hiicrelerindeki hiicre canliligini, 5-bromo-2'-deoksiiiridin (BrdU), NLRP3,
interlokin (IL)-1p, IL-18, kaspaz 1, apoptoz indiikleyici faktorii (AIF) ve sitokrom c seviyelerini degerlendirdik.
Bulgular: Sonuglarimiz, 0-6,4 mM araliginda borik asit konsantrasyonlarma maruz kalmanin ardindan U87 hiicre
canliliginda zamana ve konsantrasyona bagli bir azalma oldugunu ortaya koydu. BrdU analizi, 24 saatlik borik asit
uygulamasindan sonra hiicre ¢ogalmasinin azaldigimi gosterdi. Lipopolisakkarit (LPS) kullanilarak U87 hiicrelerinde
inflamatuar aktivasyonun uyarilmasi, yiiksek NLRP3, IL-1f, IL-18 ve kaspaz-1 seviyeleriyle sonuglandi. Ancak borik asit
uygulamasi bu etkiyi ortadan kaldirarak inflamazom aktivasyonu azaltti. Ayrica borik asit+LPS tedavisi AIF ve sitokrom c
diizeylerini indiikleyerek apoptoza yol agti.
Sonug¢: Bulgularimiz borik asidin U87 hiicrelerinde NLRP3 inflamatuar aktivasyonunu inhibe ettigini, dolayisiyla hiicre
canliligini baskiladigini gosterdi. Bu, borik asidin NLRP3 inflamatuarini engelleyerek inflamatuar mikro ortami hafiflettigini
ve glioblastomanin ilerlemesinde potansiyel terapétik avantajlar sundugunu gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: inflamazom aktivasyonu; glioblastoma; borik asit.

Boric Acid Inhibits Inflammasome Activation in LPS-Stimulated Glioblastoma Cells
ABSTRACT
Aim: Gliomas, the most common primary brain tumors, exhibit diverse clinical features and a poor prognosis. Inflammasome
activation is closely linked to the inflammatory microenvironment in the central nervous system, regulated by inflammasomes
like nucleotide-binding domain leucine-rich family pyrin-containing 3 (NLRP3), implicated in glioma development.
However, NLRP3's role in human glioma remains unclear. This study explores the effects of boric acid on U87 glioblastoma
cells and NLRP3 inflammasome activation.
Material and Methods: Employing the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method, we assessed cell viability,
5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU), NLRP3, interleukin (IL)-1B, IL-18, caspase 1, apoptosis inducing factor (AIF), and
cytochrome c levels in U87 cells exposed to various concentrations of boric acid for 24, 48, and 72 hours.
Results: Our findings revealed a time- and concentration-dependent reduction in U87 cell viability following exposure to
boric acid concentrations within the 0-6.4 mM range. BrdU analysis indicated decreased cell proliferation after 24 hours of
boric acid application. Stimulation of inflammasome activation in U87 cells using lipopolysaccharide (LPS) resulted in
elevated levels of NLRP3, IL-1p, IL-18, and caspase-1. However, boric acid application countered this effect, reducing
inflammasome activation. Additionally, treatment with boric acid+LPS induced AIF and cytochrome c levels, leading to
apoptosis.
Conclusion: Our results demonstrated that boric acid inhibited NLRP3 inflammasome activation in U87 cells, consequently
suppressing cell viability. This suggests that by impeding the NLRP3 inflammasome, boric acid mitigates the inflammotary
microenvironment, offering potential therapeutic advantages in the progression of glioblastoma.
Keywords: Inflammasome activation; glioblastoma; boric acid.
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GIiRiS

Glioma, yiiksek morbidite ve mortalite oranlariyla merkezi
sinir sisteminin en yaygin primer tiimdriinii temsil eder.
Gliomalar i¢in standart tedavi, tiimor rezeksiyonu ve
ardindan adjuvan ortamda temozolomid ile radyoterapi ve
kemoterapiyi igerir (1). Bununla birlikte, bu multimodal
terapdtik stratejinin etkinligi, tedaviye karsi genel direng
ve yiiksek niiks riski nedeniyle sinirlidir (2). Bu nedenle,
gliomlu hastalarda son derece zayif tedavi sonuglarina

yonelik yeni bir yaklagima biiyiik o6lgiide ihtiyag
duyulmaktadir.
Inflammazomlar, sitozolik sensérlerin  bir araya

getirilmesiyle olusturulur. Inflamazomlarin aktivasyonu
icin iki farkli sinyal gereklidir (3). Bunlardan ilki,
mikroglia, astrositler, astrositler tizerindeki Toll benzeri
reseptor veya NOD ailesi iiyeleri gibi model tanima
reseptorleri tarafindan taninan bakteri ve viriisler veya
reaktif oksijen tiirleri (ROS), ATP ve DNA dahil olmak
lizere patojen veya tehlike ile iliskili molekiiler kaliplari
igerir (4). ikinci sinyal, pro-interlokin (IL)-1B ve pro-IL-
18'in olgun formlara bolinmesine neden olan doku
hasarim1  igerir (5). Son veriler, inflamazomlarin
karsinojenez ve tiimdr ilerlemesinde dnemli rol oynadigini
gdstermektedir (6). Immiino-inflamatuar yanitlar sirasinda
niikleotid baglama alani 16sin agisindan zengin aile pirin
iceren 3  (NLRP3) inflamatuarinin  aktivasyon
mekanizmasi ve iglevi genis capta arastirilmigtir. Bununla
birlikte, biriken ¢alismalar NLRP3 inflamatuarinin
kanserin ilerlemesi ile iliskili oldugunu gostermistir (7).
Ozellikle bazi caligmalar, NLRP3'in tanimlanamayan
inflamatuardan bagimsiz bir sekilde islev gordiigiini,
dolayisiyla NLRP3'in biyoaktif boliinmiis kaspaz-1 ve

olgun IL-1B dretiminden bagimsiz olarak hizmet
edebilecegini  bildirmistir  (8). Ancak NLRP3'in
gliomadaki derinlemesine rolii tam olarak agikliga
kavusturulmamustir.

Bor, oksijen molekiiliine yiiksek afinite ile baglanabilen
borik asit ve boraks formunda dogada yaygin olarak
bulunan canli organizmalar i¢in gerekli iz elementlerden
biridir (9). Borun antioksidan savunma mekanizmasindaki
etkisi, inflamasyondan sorumlu enzimlerin aktivitesini

azaltmast ve  kanser  hiicrelerinin  ¢ogalmasini
engellemesine  dair  literatiirde  Onemli  kanitlar
bulunmaktadir ~ (10). Onceki ¢aligmalarda  borun

antioksidan ve anti-apoptotik etkileri rapor edilmistir (11).
Borun ¢esitli enzim ve minerallerin metabolik stireclerini
ve bagisiklik sistemi diizenlemesini degistirebilecegi de
gosterilmigtir. Ayrica bor bilesiklerinin c¢esitli kanser
tirlerinde anti-karsinojenik etkilere sahip oldugu da
gosterilmigtir  (12). Dahasi, oOnceki ¢aligmalarimizda
prostat ve glioblastoma (GBM) kanser hiicrelerinde ¢esitli
bor bilesiklerinin doza bagli hiicre biiylimesini inhibe
ettigini, ferroptozu arttirdigini ve morfolojik degisikliklere
neden oldugunu gosterdik (13,14).

Bu c¢alismada, borik asidin GMB hiicrelerindeki
inflamatuar iliskili bilesenler tizerindeki etkisini kapsamli
bir sekilde analiz ettik. Borik asidin GBM hiicrelerindeki
biyolojik roliinii aragtirmak amaciyla, NLRP3"in yani sira
GBM hiicrelerindeki, kaspaz-1, apoptoz indiikleyici faktor
(AIF), sitokrom c, 1L-18 ve IL-1pB protein seviyelerini
olgtiik.

GEREC VE YONTEMLER

Hiicre Kiiltiirii ve iInflamazom Indiiksiyonu

U87 insan GBM hiicreleri, Amerikan Tipi Kiiltiir
Koleksiyonundan (ATCC) satin alind1 ve %10 (h/h) fetal
sigir serumu (Gibco) ve %1 (h/h) penisilin-streptomisin
(100 U/ml — 100 pg/ml) iceren Dulbecco'nun degistirilmis
Eagle ortaminda inkiibe edildi. Inkiibatér ortam kosullar:
%95 hava ve %5 CO; igeriyordu. U87 hiicreleri 75 cm2'lik
hiicre kiiltiirii siselerinde inkiibe edildi. Tiim hiicreler
%80-%90 konfluksa kadar ¢ogaltild1 ve %0,25 trypsin-1
mM EDTA soliisyonu ile kiiltiir ortamindan toplandi.

US87 hiicrelerinin  lipopolisakkarit (LPS) uyarimi,
ndroinflamatuar siirecleri taklit etmek icin deneysel bir
model olarak kullanildi. Roosen ve ark. yaptig1 calismaya
gore, LPS uyariminin hiicre canlilif1 tizerindeki etkisini
degerlendirilmisler ve 100 ng/mL'ye kadar LPS
konsntrasyonlarinin higbir toksik etkisi olmadigini rapor
etmislerdir (15). Bu ¢aligmada da, standart uyarici olarak
100 ng/mL'lik LPS konsantrasyon segildi. Biyokimyasal
analizler sirasinda U87 hiicreleri LPS ve LPS+borik aside
24 siireyle maruz birakilmistir.

Hiicre Canhihi@1 Analizi
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir
(MTT) analizi igin, U87 hiicreleri, oyuk bagina 3 x 10°
hiicre yogunlugunda 96 kuyucuklu plakalar iizerinde
kiiltiirlendi. Baslangig olarak, borik asit tedavisinden 6nce
hiicrelerin  kiiltiir ortamina yapigmasina izin verildi.
Damitilmis suda hazirlanan ve 0,21 pm filtrelerle
filtrelenen 5 mg/ml borik asit stok ¢ozeltisi, hiicre
ortamiyla istenen borik asit konsantrasyonlarina kadar taze
olarak seyreltildi. Bundan sonra hiicrelere 96 kuyucuklu
bir plakada 0, 100 uM, 200 pM, 400 uM, 800 uM, 1,6
mM, 3,2 mM ve 6,4 mM borik asit konsantrasyonlari 24,
48 ve 72 saat boyunca uygulandi. Maruziyetten sonra her
kuyucuga 3 saat siireyle 0,5 mg/ml MTT ilave edildi. Ug
saat sonra formazan tuzlari dimetil siilfoksit ile
¢Oziindiiriildi. Sonunda absorbanslar, 570 nm'de enzim
baglantili immiinosorbent analizi (ELISA) okuyucusu ile
olgtildi.

DNA Sentez Analizi

Timidin analogu 5-bromo-2'-deoksiiiridin (BrdU) DNA

sentezi  katilarak, hiicre ¢ogalmasinin  miktarinin
belirlenmesi i¢in kullilan kolorimetrik bir yontemdir. MTT
analize gore belirlenen sitotoksik  borik  asit

konsantrasyonuna hiicre 24 saat boyunca birakildiktan
sonra, hiicrelere 10 pl BrdU soliisyonu ilave edildi ve 37
°C'de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan, kit protokoliine
(Katalog No: 2750; Sigma-Aldrich) gore aspirasyon ve
yikama islemlerinden gegirilerek 450 nm’de mikro plaka
okuyucu yardimiyla DNA sentez orani tespit edildi.
inflamazom Belirteclerin Analizi

Ticari olarak temin edilebilen bir ELISA kitleri (sirasiyla
SCK115Hu, SEA563Hu ve SEA064Hu) kullanilarak,
NLRP3, IL-1p ve IL-18 protein konsantrasyonlar1 6l¢iildi.
Ureticinin protokoliiniin &nerdigi gibi, 24 saatlik borik asit
uygulamasindan sonra 1 ml siipernatan izole edildi.
Absorbans, bildirildigi gibi bir mikroplaka okuyucu
kullanilarak dalga boyu 450 nm'de 6l¢iilmiistiir.
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Sitokrom c ve Kaspaz-1 Aktivite Analizi

U87 hiicrelerinde AIF, sitokrom c seviyesi ve kaspaz-1
aktivitesi kolorimetrik bir analizle (sirasiyla SEB064Hu,
SEA594Mi ve SEB592Hu) belirlendi. Kisaca, 2 x 108
hiicre borik asitle inkiib edildikten sonra, 50 pL
sogutulmus hiicre lizis tamponunda siispanse edildi, 10
dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edildi ve 1 dakika
boyunca 10000 x g santrifiijlendi. Her numuneye iiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda reaksiyon soéliisyonlar1
eklendi ve 37 °C'de 1 saat siireyle inkiibe edildi.
Numuneler bir mikroplaka okuyucusunda 450 nm'de
degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz

Tim hiicre deneyleri 1ii¢ farkli kopya halinde
gerceklestirildi. Deneysel verilerin normallik analizi
Shapiro-Wilk normallik testi kullanilarak yapildi. Tim
veriler normal dagildig1 i¢in sonuglar ortalama + standart
ortalama hatas1 olarak ifade edildi. Daha sonra gruplar
arasindaki fark tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
Tukey post-hoc testleri ile analiz edildi. Yapilan tiim
istatistiksel uygulamalar sonucunda sayisal deger (p)
olarak ortaya ¢ikan deney gruplar1 arasindaki farklar
p<0,05 anlamlilik diizeyinde anlamli kabul edilmistir.
Istatistiksel analiz Graphpad 8 Prism (GraphPad Software
Inc., ABD) programi kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Borik asidin hiicre canlihig iizerindeki etkileri

Kontrol grubundaki hiicrelerin canliligt %100 kabul
edilerek borik aside maruz kalan hiicrelerin canliliginda

A

Hiicre canlilig: (kontroliin %) >
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meydana gelen degisim kontrol grubuyla karsilastirilarak
yiizdesel olarak belirtilmistir. Farkli zaman araliginda (24,
48 ve 72 saat) U87 GBM hiicrelerine yedi farkli borik asit
konsantrasyonunun (100 uM, 200 pM, 400 uM, 800 pM,
1,6 mM, 3,2 mM ve 6,4 mM) maruziyetini gergeklestirdik.
Tim hiicre canlilig1 yiizdeleri ve dnem diizeyleri Sekil 1'de
sunulmaktadir. MTT analiz sonuglarma gore, kontrol
grubundaki hiicre canliligi 100+0,57 olarak belirlendi. 24.
saatin sonunda 200 pM izerindeki borik asit
konsantrasyonlar1 U87 hiicrelerinin canliliginda (91+2,08)
kontrol grubuna goére anlamli bir azalmaya neden oldu (p
=0,0139; Sekil 1A). Ancak hiicre canliliginda en fazla
diistis 3,2 mM ve 6,4 mM konsantrasyonlarda gozlendi ve
hiicre canlilig1 kontrol grubuna gore sirastyla %96,5 ve
%98.,9 oraninda diigiis gosterdi (sirasiyla hiicre canliliklar
2,67+0,74 ve 1,33+0,51). 48. saat deneyinde 200 uM ve
iizerindeki borik asit konsantrasyonlar1 hiicre canliliginda
artan borik asit konsantrasyonuna paralel sekilde diisiis
gosterdi (Sekil 1B).

72. saatte tiim borik asit konsantrasyonlart kontrol grubu
ile karsilastirildiginda canlilikta anlamli bir azalmaya
neden olmus (p < 0,001; Sekil 1C) ve 800 uM, 1,6 mM,
32 mM ve 6,4 mM borik asit konsantrasyonlarinda
canlilik yok denecek kadar azalmigi. MTT analizi
kullanilarak hiicre canliliginin  %350'sini inhibe eden
konsantrasyonun (IC50) 405 uM oldugu belirlendi. Diger
biyokimyasal analizler sirasinda borik asit belirlenen IC50
konsantrasyonu kullanildi.
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Sekil 1. Borik asidin U87 hiicrelerindeki hiicresel canlilik tizerindeki etkileri. (A) U87 hiicrelerinin 24 saat boyunca farkl
konsantrasyonlarda borik asit ile tedaviden sonra hayatta kalma orani, (B) U87 hiicrelerinin 48 saat boyunca farkl
konsantrasyonlarda borik asit ile tedaviden sonra hayatta kalma orani, (C) U87 hiicrelerinin 72 saat boyunca farkl
konsantrasyonlarda borik asit ile tedaviden sonra hayatta kalma orani. *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda
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Borik asidin U87 hiicrelerindeki DNA sentezine etkileri
U87 hiicrelerindeki kontrol grubunda daha fazla hiicrenin
BrdU ile etiketlendigini gozlemledik. Bunlar aktif olarak
¢ogalan ve hiicre dongiisiiniin S fazindaki hiicreleri temsil
eder. BrdU'nun absorbans degerleri 200 uM, 400 uM, 800
pM, 1,6 mM, 32 mM ve 6,4 mM borik asit
konsantrasyonlarinin uygulandigt deneysel gruplarda
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diigmiistiir (Sekil
2). MTT sonuglarina benzer sekilde, BrdU analizi ile

birlikte borik asit konsantrasyonuna bagimli sekilde hiicre
canliliginin da diistiiglini belirledik. BrdU analizine gore,
200 pM ve 400 pM absorbans degerileri sirasiyla
0,5340,0064 ve 0,49+0,012 olarak belirlendi (p =0,017 ve
p =0,0002). Benzer sekilde, 00 uM, 1,6 mM, 3,2 mM ve
6,4 mM borik asit konsantrasyonlarinin uygulandigir U87
hiicrelerinde BrdU analiz sonuglari sirasiyla 0,41+0,005,
0,33+0,015, 0,24+0,02 ve 0,110,004 tiir (p<0,0001).
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Sekil 2. Borik asidin U87 hiicrelerindeki hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri. *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,0001

kontrol grubuyla karsilagtirildiginda

Borik asidin inflamazom aktivasyonundaki etkileri

Borik asidin U87 hiicrelerindeki inflamazom aktivasyonu
etkilerini aragtirmak i¢in hiicreler 24 saat boyunca LPS ve
borik asit+LPS ile birlikte inkiibe edildi. Daha sonra,
inflamazom aktivasyonundaki temel mekanizmalarda rol
alan NLRP3, IL-1p ve IL-18 seviyelerin Ol¢timil
gerceklestirildi. U87 hiicreleri 24 saat boyunca LPS ile
tedavi edildiginde, NLRP3, IL-1f ve IL-18 seviyelerinin
kontrol grubuna gore artis gosterdigi belirlendi (Sekil 3A,
3B ve 3C). Ote yandan, 24 saatlik borik asidin LPS ile
birlikte uygulamasimin  NLRP3, IL-1p ve IL-18
seviyelerini diisiirdiigii ve bunun sonucunda inflamazom
aktivasyonunun baskilandigi bulundu. Kontrol grubunda

Saglik Bilimlerinde Deger 2024; 14(2): 224-231

NLRP3, IL-1B ve IL-18 seviyeleri sirastyla 511,7+6,6
pg/ml, 120+£2,8 pg/ml ve 74,3£3,48 pg/ml olarak
belirlendi. Ek olarak, U87 hiicrelerindeki LPS maruziyeti
sonrasi NLRP3, IL-1B ve IL-18 seviyeleri sirastyla
736,2+8,19 pg/ml, 196,3+8,72 pg/ml ve 165+7,63 pg/ml
olarak 6l¢iildii (sirasiyla gruplartyla karsilastirildiginda p
<0,0001, p=0,0003 ve p <0,0001). Dahasi, borik asit+LPS
ile birlikte uygulandig1 gruplardaki NLRP3, IL-1f ve IL-
18 seviyeleri sirasiyla 683,3+8,8 pg/ml, 160£5,7 pg/ml ve
136,746,01 pg/ml oldugu bulunmustur (sirasiyla
gruplartyla karsilagtirildiginda p =0,0086, p =0,0152 ve p
=0,0035).
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Sekil 3. Borik asidin U87 hiicrelerindeki iflamazom aktivasyonu iizerindeki etkileri. (A) Borik asidin maruziyeti sonrasi
U87 hiicrelerindeki NLRP3 seviyeleri, (B) Borik asidin maruziyeti sonras1 U87 hiicrelerindeki IL-1f seviyeleri, (A) Borik
asidin maruziyeti sonrast U87 hiicrelerindeki 1L-18 seviyeleri. p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,0001 kontrol grubuyla

karsilagtirildiginda

Borik asidin kaspaz-1, AIF ve sitokrom c iizerindeki
etkileri

IL-1pB ve IL-18, yapisal olarak benzer sitokinlerdir ve aktif
hale gelmek icin kaspaz-1 islenmesini gerektirir. Bu
nedenle borik asit US87 hiicrelerindeki inflamazom
aktivasyonu iizerindeki inhibitdr etkisinin kaspaz-1'e bagl
olup olmadigini arastirdik. Deneylerimiz U87 hiicrelerinde
LPS'nin kaspaz-1'in aktivitesini tetikledigini
gostermektedir (Sekil 4A). Kontrol grubuna ait kaspaz-1'in
aktivitesini 0,52+0,008 ng/ml olarak bulduk. Ayrica, LPS
ve borik asit+LPS maruziyetinin oldugu gruplardaki
kaspaz-1'in aktivitesi sirastyla 0,75+0,01 ng/ml ve
0,67+0,14 ng/ml olarak tespit ettik (sirastyla gruplariyla
karsilastirlldiginda p =0,0006 ve p =0,0235. Boylece,
borik asit maruziyetiyle, aktif kaspaz-1 aktivitesini tersine
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cevirdigi ve iflamazom aktivasyonunu Dbaskiladigi
belirlendi. Dahasi, LPS uygulamasiyla birlikte U87
hiicrelerindeki AIF ve sitokrom c seviyeleri kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir artig
gostermezken, borik asit maruziyetiyle birlikte AIF ve
sitokrom c seviyeleri 6nemi bir arti gdstermistir (p<0,001;
Sekil 4B ve 4C). Kontrol gruplart ait AIF ve sitokrom ¢
seviyeleri sirastyla 79,67+2,9 pg/ml ve 4,3£0,08 ng/ml
olarak bulduk. borik asit+LPS maruziyetinin oldugu
gruplardaki AIF ve sitokrom c seviyelerini sirasiyla
140+5,7 pg/ml ve 8+0,57 ng/ml olarak olgtiik (sirasiyla
gruplanyla karsilastirildiginda p =0,0007 ve p =0,0181.
Bu sonuglar da, borik asitle birlikte, AIF ve sitokrom c
seviyelerinde artis oldugu bulunmustur.
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Sekil 4. U87 hiicrelerinde borik asit maruziyetinin kaspaz-1, AlF ve sitokrom c seviyelerine etkisi. (A) U87 hiicrelerindeki
kaspaz-1 seviyeleri; (B) U87 hiicrelerindeki AIF seviyeleri; (C) U87 hiicrelerindeki sitokrom ¢ seviyeleri. p<0,05,

**p<0,01 ve ***p<0,001 kontrol grubuyla karsilastirildiginda

TARTISMA

Kanser hiicreleri, bagisiklik sistemi araciligiyla ortadan
kaldirilmaktan kaginmak igin ¢esitli mekanizmalar
gelistirir. Bagisiklik sisteminin bozulmasi, kanserlerin
smiflandirilmast ve yonlendirilmis kanser tedavilerinin
gelistirilmesi i¢in yogun olarak odaklanilan bir alandir
(16). NLR reseptor ailesi, bagisiklik ve inflamasyonun
onemli diizenleyicileri olarak kabul edilmistir (17).
NLR'ler, monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler,
endotel hiicreleri ve noétrofillerin yani sira edinsel
bagisiklik sistemi hiicreleri de dahil olmak iizere dogustan
gelen bagisiklik hiicreleri tarafindan ifade edilir (18).
NLR'lerin bagisiklik ve inflamasyondaki énemli rolii g6z

oniine alindiginda, NLR'lerin kanserdeki roliiniin
anlagilmasi, terapotik stratejilerin  ve rasyonel ilag
tasarimiin  gelistirilmesine  olanak  tanir. NLRP3

inflamazomunun ve bilesenlerinin rolii, merkezi sinir
sisteminin bir grup malign neoplazmi olan gliomalarda da
kapsamli bir sekilde tanimlanmistir ve bu, NLRP3'lin
protiimoral roliiniin tanimlanmasina yol agmustir (19).
NLRP3'in artis1, AKT sinyal yolunu ve IL-13/NF-kappaB
p65 sinyalini aktive ederek insan glioma ilerlemesini
etkiler, boylece metastazi tesvik eder. Ek olarak, glioma
hiicreleri IL-1B'nin anormal ekspresyonu ve NLRP3
seviyelerindeki artist radyoterapi direncine katkida
bulundugu  goriilmektedir  (20). Ancak, NLRP3
iflamazomunun gliomadaki islevselligi heniiz tam olarak
aydmlatilamamustir.

Saglik Bilimlerinde Deger 2024; 14(2): 224-231

NLRP3 inflamazom aktivasyonu ile GBM hiicre metastazi
arasindaki baglantiya dayanarak, bu c¢aligmada borik
asidin, hiicre canlihig tizerinde zaman ve konsantrasyon
bagimli sekilde belirgin bir inhibe edici etkilere sahip
oldugunu bulduk. inflamazom aktivasyon ve hiicre
canlilig1 arasindaki korelasyonu analiz etmek igin, U87
hiicrelerinde NLRP3 inflamazom aktivasyonunu elde
etmek icin LPS maruziyetini gergeklestirdik. Beklendigi
gibi, LPS, US87 hiicrelerinde NLRP3 inflamazom
aktivasyonunu arttird1 ve beraberinde U87 hiicrelerinin IL-
1B ve IL-18 seviyelerinde de artisa neden oldugunu
bulduk. Ancak borik asit tedavisi, LPS'nin destekledigi
U87 hiicrelerinin kaspaz-1 aktivasyonunu ve olgun IL-1p
ve IL-18 iretimini azaltti. Boylece borik asit, U87 GBM
hiicrelerinde IL-1p ve IL-18 gibi inflamatuar sitokinlerin
kaspaz-1'e bagimli proteolitik olgunlagsmasim 6nledigini
de belirledik. NLRP3 inflamazomunun en O6nemli
efektorlerinden biri olan IL-1B, glioma inflamatuar
mikrogevresinde Onemli bir sitokindir ve glioma
proliferasyonu ve metastazinin giiglii bir arttiricist olarak
kabul edilir (21). Tarassishin ve arkadaslari, insan glioma
hiicrelerinin, olduk¢a hassas NLRP3 inflamazom
aktivasyonu iizerine IL-1p {irettigini bildirmistir; bununla
birlikte, insan normal astrosit hiicrelerinde, NLRP3
inflamazom aktivasyonu ve olgun IL-1B protein iiretimi
neredeyse tamamen  baskilanmigtir; bu, glioma
hiicrelerinin NLRP3 inflamazomunu aktive etme ve IL-1§
iretme yeteneginin, agresif bir onkogenetik fenotipin
gelismesine yol acabilecegini gostermektedir (22). IL-
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1B'nin, glioma ilerlemesi igin ¢ok Onemli olan bir
transkripsiyon faktorii olan STAT3'"ii aktive ederek insan
glioma hiicrelerinin ¢ogalmasini, goglinii ve istilasii
destekleyebildigi  kanitlanmigtir  (23). Sonuglarimizla
tutarlt sekilde, Shang ve meslektaslarinin yaptig
calismaya gore beta-hidroksibutirat, kaspaz-1 aktivitesinin
baskilanmasiyla olgun IL-1p firetiminin disiirdigi ve
bununla birlikte NLRP3 inflamazomunun
inaktivasyonuyla C6 glioma hiicrelerindeki go¢ii durdugu
bulunmuslardir (24). Onceki bir caliymada, NLRP3,
kaspaz-1 ve pro-IL-1p proteinlerinden olusturulan NLRP3
inflamazom kompleksinin bir araya getirilmesi ve
aktivasyonunun, kolit ile iligkili kanserin
karsinogenezinde negatif bir diizenleyici olarak islev
gordiigl rapor edilmistir (25). Hepatoseliiler karsinomda
(HCC), NLRP3 inflamazom kompleksinin baskilanmasi,
HCC hiicre malignitesinin inhibisyonuna neden oldugu
belirlenmistir (26). Ancak Wang ve arkadaglari, Sail-1'in
diizenlenmesi yoluyla kolorektal kanser hiicrelerinde
epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) siireci igin NLRP3
ekspresyonunun gerekli oldugunu ancak inflamazom
aktivasyonun gerekli olmadigini bildirmistir (27). Akciger
kanserinde NLRP3, kaspaz-1'e bagimli veya bagimsiz bir
yol yoluyla IL-1B ve IL-18'in salinmasina aracilik ettigi
rapor edilmistir (28).

DU-145, LNCaP ve PC-3 prostat hiicre hatlarmin
kullanildigr bir ¢alismada; hiicrelerin borik asit (0-
1000 uM) igceren Dbir ortamla 8§ giin boyunca
kiiltiirlenmesinden sonra hiicre ¢ogalmasinin doza bagl
bir sekilde onemli Olgiide azaldigi gozlemlendi (29).
Gallardo ve digerleri, LNCaP prostatinin subkutan
enjeksiyonu ile olusturulan bir hayvan modelinde 70 giin
boyunca borik asit soliisyonu (min 1,7 mg/kg-maks 10,3
mg/kg) ile gavajin kanser hiicrelerinin biiylime hizini ve
timor morfolojisini olumsuz etkiledigini gosterdi (30).
Borik aside maruz kaldiktan sonra kolon kanseri
hiicrelerinin proliferasyon durumunu degerlendirmek igin
yapilan ¢alismada, BrdU ile hiicre dongiisii analizi edilmis
ve borik asidin hem 2D hem de 3D Kkiiltiirlerde hiicre
dongilisiic  durmasimna neden oldugunu ve SW480
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi bulunmugtur
(31). Dahasi, borik asidin insan yumurtalik kanseri hiicre
hattt MDAH-2774’de apoptozu indiikleyen Bax, Bid,
kaspaz-3 ve kaspaz-9'un apoptozla iliskili gen ifadelerinde
anlamli artiglara neden oldugunu; tersine, apoptozun
negatif diizenleyicisi olan apoptozla iliskili proteinler Bcl-
2 ve BcL-xL'nin ekspresyonunda dnemli azalmalara neden
oldugu rapor edilmistir (32). Yukaridaki bahsi gecen gegen
calismamalarla benzer sekilde, BrdU analize gore borik
asidin U87 hiicrelerinde DNA sentezini durdurarak hiicre
proliferasyonunu baskiladigini belirledik. Ayrica, borik
asit maruziyetinin U87 hiicrelerindeki AIF ve sitokrom c
seviyelerini arttirarak da apoptozu indiikledigi ve boylece
hiicre canliligini baskiladig: bulduk.

SONUC

Bildigimiz kadariyla, borik asidin insan GBM hiicreleri
iizerindeki inflamazom aktivasyonu iizerindeki etkilerini
aragtiran ilk c¢alismadir. Bu c¢alismanin bulgular,
NLRP3'"lin bir tiimdr promotdrii olarak islev gorebilecegini
ve borik asit maruziyetiyle NLRP3’{in kaspaz-1, IL-1B ve
IL-18 araciligiyla baskilanmasi, GBM malignitesinde
NLRP3'lin altinda yatan mekanizmaya yeni bir bakis agisi

saglayabilecegini gostermektedir. Verilerimiz borik asidin
NLRP3 hedefleyerek GBM tedavisi igin potansiyel bir
terapdtik ajan olabilecegini gostermektedir.
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