Kocatepe Tip Dergisi
Kocatepe Medical Journal
27:175-181/ Nisan 2026 Sayisi

ARASTIRMA YAZIS| / RESEARCH ARTICLE
BORAKS PROSTAT KANSERI HUCRELERINDE OTOFAJi YOLAGINI
REGULE EDEREK PROLIFERASYONU ENGELLER

BORAX INHIBITS PROLIFERATION BY REGULATING THE AUTOPHAGY PATHWAY IN
PROSTATE CANCER CELLS

Ekrem BASARAN', Ceyhan HACIOGLU?, Sare UYURCA?, Dursun BABA',
Arda Taskin TASKIRAN', Ahmet Yildirim BALIK'

'Diizce Universitesi Tip Fakdiltesi, Uroloji Ana Bilim Dali
?Diizce Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali

OZET

AMACG: Otofaji, kanser hicrelerinin hayatta kalmasinda ve te-
daviye karsi direnc gelistirmesinde kritik bir rol oynamaktadir.
Esansiyel bir iz element olan bor, ¢esitli biyolojik streclerde yer
almaktadir; ancak, prostat kanserinde boraksin antitimoér etki-
leri tizerine yapilan arastirmalar sinirli olup, bu baglamda otofa-
jinin rolu halen yeterince anlasiimamistir. Bu calisma, boraksin
DU-145 insan prostat kanseri hicrelerinde otofaji Uzerindeki
etkilerini ve bu etkilerin molekuler diizeydeki mekanizmalari
arastinilmustir.

GEREGC VE YONTEM: : DU-145 hiicreleri in vitro kosullarda
kiltirlenmis ve boraks ile muamele edilmistir. Hlicre canliligi
ve proliferasyonu, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolyum bromiir) testi ve BrdU (5-bromo-2'-deoksilridin)
inkorporasyon yontemi ile degerlendirilmistir. Sitotoksik bo-
raks konsantrasyonlari belirlendikten sonra, otofaji ile iliskili
belirtecler olan Beclin1, mikrotlbdl iliskili protein 1 hafif zincir
3 (LC3-ll) ve sequestosome-1 (SQSTM1) ekspresyon diizeyleri
Olctlmastdr.

BULGULAR: Elde edilen sonuclar, boraksin DU-145 hiicre canli-
ligini doz bagimli olarak anlamli bicimde azalttigini géstermis-
tir. Ayrica, boraks hiicre proliferasyonunu baskilamis ve hicre
dongusunin S fazindaki hiicre oranini 6nemli dl¢lide azaltmis-
tir. Molekiler diizeyde ise boraks uygulamasi, SQSTM1'in azal-
masina, Beclin1 ve LC3-II'nin ise artmasina yol acarak otofajinin
induklendigine isaret etmistir.

SONUG: Bu bulgular, boraksin DU-145 prostat kanseri hiicre-
lerinin proliferasyonunu otofajik yolaklari aktive ederek inhibe
ettigini gostermektedir. Gozlemlenen etkilerin, blylk 6l¢tide
Beclin1/LC3-1I/SQSTM1 sinyal yolunun modulasyonu ile iliskili
oldugu distnulmektedir. Ayrica, boraksin bir otofaji aktivato-
ri ile kombinasyonu, antitimor etkinligini artirabilir ve prostat
kanseri tedavisinde umut verici bir strateji sunabilir.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Autophagy plays a critical role in the survival of
cancer cells and the development of resistance to therapeutic
agents. Boron, an essential trace element, is involved in various
biological processes; however, limited research has investiga-
ted the antitumor effects of borax in prostate cancer, and the
role of autophagy in this context remains inadequately unders-
tood. The present study investigated the effects and underlying
mechanisms of borax on autophagy in DU-145 human prostate
cancer cells.

MATERIAL AND METHODS: DU-145 cells were cultured in vitro
and treated with borax. Cell viability and proliferation were as-
sessed using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zolium bromide (MTT) assay and the 5-bromo-2'-deoxyuridine
(BrdU) incorporation method. Following the determination of
cytotoxic borax concentrations, the expression levels of autop-
hagy-related markers Beclin1, microtubule-associated protein
1 light chain 3 (LC3-ll), and sequestosome-1 (SQSTM1) were
measured.

RESULTS: The results demonstrated that borax significantly re-
duced DU-145 cell viability in a dose-dependent manner. More-
over, borax suppressed cell proliferation and markedly decrea-
sed the proportion of cells in the S phase of the cell cycle. At the
molecular level, borax treatment led to a reduction of SQSTM1
and an increase of Beclin1 and LC3-ll, indicating the induction
of autophagy.

CONCLUSIONS: These findings suggest that borax inhibits
the proliferation of DU-145 prostate cancer cells by activating
autophagic pathways. The observed effects appear to be me-
diated through the modulation of the Beclin1/LC3-1I/SQSTM1
signaling axis. Furthermore, the combination of borax with an
autophagy activator may enhance its antitumor efficacy, pre-
senting a promising strategy for therapeutic intervention in
prostate cancer.
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GiRiS

Prostat kanseri (PK), gelismis Ulkelerde erkek
populasyonda kanser iliskili mortalitenin pri-
mer etiyolojik faktorleri arasinda ikinci sirada
yer almaktadir (1). Epidemiyolojik veriler, kan-
ser mortalitesi ile korelasyon gosteren major
risk faktorlerini titin kullanimi, obezite/hiper-
nutrisyon ve sedanter yasam tarzi olarak tanim-
lamaktadir (2). Son donemde yuritulen klinik
ve translasyonel arastirmalarin ortaya koydugu
bulgular i1siginda, 2015 Avrupa onkoloji verileri
prostat kanseri mortalite oranlarinda yasa bagl
varyasyonlarla %9-17 araliginda regresyon 6n-
gormektedir (3). Ancak projeksiyon modelleri,
onimuzdeki dekadda beklenen kanser mor-
talite insidansinin halen kabul edilebilir esikle-
rin Uzerinde seyredecegini gostermekte olup,
mevcut terapotik protokollerin optimizasyonu
ile 6nemli olglide profilaksi saglanabilecegi
degerlendiriimektedir. Lokalize prostat kanseri
tedavi algoritmalari radikal prostatektomiden
radyoterapiye, adjuvan androjen deprivasyon
terapisine kadar genis bir spektrum sergile-
mektedir (4). Patolojik progresyon surecinde
hormon-resistan klonlarin seleksiyonu, kaginil-
maz olarak kastrasyona direncli prostat kanseri
(KDPK) fenotipinin gelisimine ve niikse yol ag-
maktadir. Metastatik KDPK'da birinci basamak
tedavi secenegi olan doksetaksel bazli kemote-
rapi rejimlerine karsi gelisen sistemik toksisite
ve intrinsik/edinsel diren¢ mekanizmalari, teda-
vi basarisini limitlendiren kritik parametrelerdir.
Bu nedenle, terapdétik etkinligi artirmaya yo-
nelik yenilikci tedavi stratejilerinin gelistirilme-
si acil bir klinik ihtiyac olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Otofaji, okaryotik hiicrelerde metabolik stresi
onleyerek hticresel homeostazin surekliligini
saglar. Bu metabolik yolak, dusik seviyelerde
gerceklesen bir korunma mekanizmasi olarak,
kanser hicrelerindeki hasarli organellerin ve
proteinlerin lizozomal yikimini iceren otofago-
zomlar araciligiyla islev gorir (5). Bu cok asa-
mali bir stire¢ olup, otofagozom olusumu, mik-
rotlbdl iliskili protein 1 hafif zincir 3'ln (LC3)
ardisik modifikasyonunu gerektirir. Sentez son-
rasinda, LC3'Un C-terminali oncelikle bir sistein
proteaz olan otofaji iliskili proteinler (ATG) ta-
rafindan kesilerek otofagozomla iliskili LC3-I ve
LC3-II Uretilir. Bu surecte, hasarli organeller ve

sitoplazmik proteinler, cift zarl vezikiller olan
otofagozomlar tarafindan kusatilir ve ardindan
lizozomlarla birlesir (6). Ortaya ¢ikan otolizo-
zomlarin icerigi, amino asitler ve diger anabolik
oncil maddelere parcalanir. Cogu hiicrede oto-
faji duslik seviyelerde gerceklesir ve bu sureg-
teki bozulmalar, kanser, nérodejenerasyon ve
kalp hastaligi gibi cesitli hastaliklara yol acabilir
(7). Ayrica, otofajinin timarlerin radyoterapi ve
kemoterapiye direncine katkida bulundugu da
one surdlmustur (8). Dolayisiyla otofaji, kanser
hicrelerinin hayatta kalmasini ve antikanser
ilaglara direncg gelisimini destekleyen bir hiicre-
sel stirec olarak kabul edilmektedir. GliniimUzde
otofaji inhibisyonu, bébrek, karaciger ve prostat
kanseri gibi ¢esitli kanser turlerinde uygulanan
yeni bir tedavi stratejisi olarak 6ne ¢ikmistir (9).

Bor dogal bir elementtir ve Turkiye, dliinya bor
rezervlerinin %73'lne sahip olarak kiiresel lider
konumdadir (10). Biyolojik acidan énemli bir iz
element olan bor, deniz suyunda 414 uM kon-
santrasyonla dokuzuncu en bol bulunan ele-
ment olan bor, dogada boraks (sodyum tetrabo-
rat) ve borik asit (BA) formlarinda bulunmakta
olup, insan plazmasindaki konsantrasyonu 10-
20 uM arahginda bildirilmistir (11). Dogal bor
bilesikleri antiviral, antibakteriyel ve antikanser
etkileri nedeniyle farmasotik formulasyonlarda
kullanilmaktadir. Borun fizyolojik fonksiyonlari-
na iliskin cok sayida calisma bulunmakla birlikte,
BA'nin huicresel fonksiyonlar ve canlilik Gizerinde
hem koruyucu hem de zarar verici etkileri oldu-
gu rapor edilmis olup, bu farkliliklarin kullanilan
model sistemler ve konsantrasyonlara bagli ola-
bilecegi diistintilmektedir (12). Dikkat cekici bir
sekilde, prostat hiicre hatlar lGzerinde yapilan
bir calismada, timor olusturmayan hiicrelerin
kanser hiicre hatlarina kiyasla BA'ya karsi daha
az duyarli oldugu gozlemlenmistir (13). Benzer
sekilde onceki ¢alismalarimizda, BA'nin porstat
kanser hiicrelerinde proliferasyon, apoptoz ve
redoks durumu etkiledigini bulduk (14). Ayrica
insanlarda yapilan epidemiyolojik calismalar,
BA alimi ile prostat kanseri riskinde azalma ara-
sinda korelasyon oldugunu gostermistir (15).

Bu calismada, androjen-direncli DU-145 boraks
tedavisine karsi gelisen otofajik yanitlarin ince-
lenmesi amacglanmistir. Boraks maruziyeti sonra-
si prostat kanser hiicrelerin tzerinde sitotoksik



etkiler hiicresel canllik ve hiicresel proliferasyon
yontemleri ile belirlenmistir. Dahasi, boraksin
bu hiicrelerde regiile ettigi otofajik sinyalizasyo-
nun belirlemek icin Beclin-1, LC3-II ve sekesto-
som-1 (SQSTM1) seviyeleri de analiz edilmistir.

GEREC VE YONTEM
Hiicre Kiiltiirii ve Boraks Maruziyeti

Hucre hatlari, maksimum proliferasyonu des-
tekleyen besiyerlerinde kdiltire edilmistir.
Prostat kanseri hiicre hatti (DU-145), Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC)'den temin
edilmis ve %10 FBS, penisilin/streptomisin
(100 U/ml; 100 pg/ml) ve L-glutamin (200 mM)
(Gemini Bioproducts, Woodlands, CA) ile des-
teklenmis RPMI 1640 (Invitrogen) besiyerin-
de kultire edilmistir. Hucreler, %5 CO: iceren
nemlendirilmis bir inktiibatérde (Thermoscien-
tificc, MA, ABD) 37°C'de muhafaza edilmistir.
DU-145 hiucreleri, hazirlanan kultir ortami ile
75 cm®lik kiiltiir flasklarina ekilmistir. Tedavi
islemi, 100 puM, 200 uM, 400 uM, 800 uM, 1,6
mM, 3,2 mM ve 6,4 mM konsantrasyonlarinda
boraksin (Merck) dogrudan kultir ortamina
eklenmesiyle 24 saat boyunca uygulanmistir.

Hiicre Canliligi ve Proliferasyon Analizleri

MTT analizi icin hicreler, 96 kuyulu plakalara
her kuyuya 5x10° hiicre olacak sekilde ekilmis-
tir. ilk olarak, hiicrelerin flasklara yapismasi icin
boraks tedavisinden dnce 24 saat bekletilmistir.
Boraksin stok sollisyonu cift distile suda hazir-
lanmis ve 0,21-um filtreler ile stizilmuUstur. Ca-
lisma sollisyonu, tedaviden hemen 6nce hiicre
besiyeri kullanilarak hazirlanmistir. Boraksin
konsantrasyon araligi, laboratuvarimizda yapi-
lan 6n deneyler sonucunda belirlenmistir. 0'dan
6,4 mM'e kadar degisen boraks konsantrasyon-
lari, 96 kuyulu plakalarda yapisik halde bulunan
hicrelere 24 saat sureyle uygulanmistir. Daha
sonra, boraks ilaveli besiyeri uzaklastirilarak
yerine 200 pl MTT ilaveli besiyeri eklenmis ve 5
saat slreyle inkiibasyona birakilmistir. inkiibas-
yon sonrasinda MTT ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve
200 ul DMSO eklenerek formazan kristallerinin
¢ozinmesi icin iyice kanstirilmistir. MTT for-
mazan urlninin optik yogunlugu, mikropla-
ka okuyucuda (BioTek) 590 nm dalga boyunda
Olculmustir. Boraks uygulanmayan hicrelerin
canliigi %100 olarak kabul edilmis ve deneysel
hicrelerin canliigi buna gore hesaplanmistir.
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5-bromo-2'-deoksitiridin  (BrdU) inkorporas-
yon yontemi, in vitro'da hicre proliferasyo-
nunu Olcmek icin yaygin olarak kullanilan bir
analizdir. Bu yontem, BrdU'nun aktif olarak
bolinen hicrelerin DNA'sina hiicre donguisu-
nin S fazinda entegre olmasi ve BrdU'ya karsi
gelistirilmis bir antikor kullanilarak tespit edi-
lebilmesi prensibine dayanmaktadir. Yukarida
belirtildigi gibi, hiicreler (3 x 10* hiicre/kuyu)
%80 konfluens seviyesine ulasana kadar kul-
tre edilmistir. Hlicreler, MTT analizi ile belirle-
nen IC25 ve IC50 boraks konsantrasyonlari ile
24 saat boyunca tedavi edilmistir. Daha sonra,
hiicre proliferasyonu BrdU hiicre proliferasyon
assay kiti (2750, Sigma-Aldrich) kullanilarak Gre-
tici firmanin talimatlarina gore belirlenmistir.
Absorbans degerleri 450 nm'de OlciImustir.

Hiicre Lizati Hazirhgi

Hicre lizatlarinin hazirlanmasi buz Uzerinde
gerceklestirilmistir. Kiltir ortami uzaklastinldik-
tan sonra hiicreler iki kez soguk fosfat tamponu
ile yikanmis, ardindan hiicreler soguk lizis tam-
ponu (10 mM Tris—-HCI, pH 8.0; 20 mM EDTA; 1
mM ditiotreitol; 50 mM HEPES, pH 7.0; 1 mg/mL
proteinaz K) ile lizize edilmistir. Lizatlar, 4°C'de
calkalayici plakalar tzerinde 30 dakika inkiibe
edilmistir. Daha sonra hiicre lizatlari, 4°C'de 15
dakika boyunca 15.000xg'de mikro santrifij ile
santrifiijlenmistir. Elde edilen hiicrelizatlari, ana-
lizlerde kullanilmak tzere derhal kullanilmistir.

Beclin1, LC3-1l, SQSTM1 Protein Diizeylerinin Analizi

Hazirlanan hicre lizatlarinin Beclin1, LC3-l,
ATG5 ve SQSTM1 seviyeleri, Uretici firma ta-
limatlari dogrultusunda ticari kitler (sirasiyla
EH1146, CBA-5116 ve ELK3211) kullanilarak
analiz edilmistir. ilk asamada, tiim reaktiflerin
oda sicakhgina gelmesi saglanmistir. Analiz
edilecek proteine 6zgu yakalama antikorlari ile
kaplanmis 96 kuyulu ELISA plakalarina, 6nerilen
miktarlarda hicre lizati eklenmis ve belirtilen
sure araliginda inktibasyon gerceklestirilmistir.
Sonrasinda, baglanmamis proteinleri uzaklas-
tirmak icin plakalar yikama tamponu ile 5 kez
ytkanmistir. Takip eden islemlerde, horseradish
peroksidaz (HRP) ile konjuge edilmis sekonder
antikor eklenmis, baglanmamis antikorlar 3
kez yikama tampunu ile uzaklastiriimis, subst-
rat ¢ozeltisi ilave edilmis ve son olarak 6nerilen
inkiibasyon sureleri dahilinde durdurma ¢ozel-



178

tisi eklenmistir. Son asamada, her bir kuyudaki
protein konsantrasyonunu hesaplamak (zere,
mikroplaka okuyucu kullanilarak dnerilen dal-
ga boylarinda absorbans degerleri dl¢tlmustir.

Etik Kurul

Galismamizda in vitro analizler sirasinda ticari
olarak satilan hucre kultar hatti kullanildigr igin
bu calisma icin etik kurul onayina ihtiyag yoktur.

istatistiksel Analiz

Sonuglar, yedi bagimsiz deneyin ortalama-
sI = standart sapma (mean * SD) olarak ifade
edilmistir. istatistiksel analizler icin GraphPad
Prism 8 programi kullanilmistir. Deneysel ve-
rilerin normallik analizi Shapiro-Wilk normal-
lik testi ile degerlendirilmistir. Gruplar arasin-
daki fark, tek yonlu varyans analizi (one-way
ANOVA) ve ardindan Tukey post-hoc test-
leri ile analiz edilmistir. p < 0,05 degeri is-
tatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Boraksin Prostat Kanser Hiicre Canlihgi Uzerindeki
Antiproliferatif Etkileri

Kontrol grubuyla karsilastinldiginda, 24 saat
boyunca 100puM, 200pM ve 400uM boraks uy-
gulamalarinin hucre canliliginda istatistiksel
olarak anlaml olmayan bir dlstise neden ol-
dugu tespit edilmistir (sirasiyla %99,2, %98,5
ve %97.1) (Sekil 1). ilk anlamh diistis, 800 pM
boraks konsantrasyonunda gozlenmis olup
bu grupta hicre canlihgi %93,7 olarak kayde-
dilmistir (p = 0,012). 1,6 mM ve 3,2 mM boraks
konsantrasyonlarinda ise canlilik orani sirasiy-
la %35,8 ve 75,9'a kadar inhibe etmistir (p <
0,001). DU-145 hiicrelerinde 24 saatlik boraks
maruziyetine ait IC50 ve IC25 degerleri sirasiy-
la 2,24 mM ve 1,18 mM olarak hesaplanmistir.

MTT analizleriyle uyumlu olarak, BrdU analizi
ile 24 saatte 1,18 mM ve 2,24 mM boraks kon-
santrasyonlarinin  DU-145 hcrelerinde an-
tiproliferatif etkiler gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 1). 1,18 mM boraks uygulamasi kontrol
grubuna kiyasla DU-145 hiicre proliferasyonu-
nu %9,4 oraninda inhibe etmistir (p = 0,017).
Ayrica, 24 saat boyunca 2,24 mM boraks kon-
santrasyonlarina maruz birakilan DU-145 hiicre
proliferasyonu %52,6 oraninda baskilanmistir

(kontrol grubuna kiyasla p < 0,001). Genel ola-
rak, 24 saatlik boraks uygulamasinin DU-145
hicrelerinde konsantrasyon-bagimh bir an-
tiproliferatif etki gosterdigi gozlemlenmistir.
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Sekil 1: (A) DU-145 hiicrelerinde MTT sonugclarini ve (B) DU-
145 hiicrelerinde BrdU inkorporasyonunu gostermektedir.
*p < 0,05 ve ***p < 0,001 kontrol grubu ile karsilastinldiginda

Boraks uygulamasi prostat kanser hiicrelerinde oto-
fajik sinyal yolagini indiikler

ELISA sonuclarina gére, DU-145 hiicrelerindeki
otofajiyi aktive etmek icin saatte 1,18 mM ve
2,24 mM boraks konsantrasyonlari secildi ve
otofaji ile iliskili Beclin1, LC3-1l ve SQSTM1 pro-
tein seviyeleri analiz edildi. 1,18 mM ve 2,24 mM
boraks uygulamalari, kontrol grubuna kiyasla
artan konsantrasyonlarda maruz birakilan DU-
145 hicrelerinde Beclin1 seviyelerinde istatis-
tiksel olarak anlaml bir artisa neden olmustur
(Sekil 2). 2,24 mM boraks konsantrasyonu, Bec-
lin1 seviyelerinde kontrole gore yaklasik 2 kathk
bir artis neden olmustur (p=0,014 ve p < 0,001).

Otofaji aktivasyonu sirasinda, LC3, diffliz sitop-
lazmikLC3-Iformundan,yeniolusanotofagozom
zarina alinan lipitlenmis form olan LC3-Il'ye d6-
nistirdlir. ELISA yéntemi ile hiicre ici LC3-1l da-
gilmini analiz ettik. 24 saatlik boraks uygulama-
sininDU-145hiicrelerinde LC3 seviyeleriniarttigi
belirlenmistir (p = 0,021 ve p < 0,001) (Sekil 2).

Daha sonra, politbikitinlenmis proteinlere
baglanarak onlarin otofagozomlara tasinma-
sini saglayan otofaji adaptori SQSTM1'i analiz
ettik. Beclin1 ve LC3-ll icin bildirildiginin ak-
sine, SQSTM1 seviyeleri otofaji aktivasyonu
sirasinda azalmaktadir. Elde edilen sonuclara
gore, DU-145 hiicrelerinde 24 saatlik boraks
uygulamasinin p62 protein seviyelerini du-
strerek otofajik aktivasyonu indikledigi bu-
lunmustur (p = 0,015 ve p < 0,001) (Sekil 2).
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Sekil 2: (A) Beclin1 diizeylerini, (B) LC3-Il diizeylerini ve (C)
SQSTMT1 diizeylerini gostermektedir.

*p < 0,05, **p < 0,01 ve ***p < 0,001 kontrol grubu ile karsilas-
tinldiginda

TARTISMA

Kemodiren¢ gelisimi, kanser tedavisindeki
onemli sorunlardan biridir ve bu siirecte otofa-
jinin rol oynayabilecegi dustnulmektedir. Oto-
fajinin, kemoterapi veya radyoterapi gibi stresli
kosullar altinda kanser hiicrelerini 6ldirdigu
mi yoksa bunlarin sag kalimini destekledigi mi
halen tartismalidir. Bircok calisma, otofajinin
kanser hucrelerinin kemoterapiye direncinde
rol oynadigini ve dolayisiyla otofaji inhibisyo-
nunun, kanser hicrelerini kemoterapiye ye-
niden duyarh hale getirerek tedavi etkinligini
artirabilecegini ileri stirmektedir (16). Bununla
birlikte, diger arastirmalar otofajinin kemotera-
pi ve radyoterapinin hiicre 6limini indukleyici
etkisini guclendirdigini 6ne strmektedir (17).
Benzer sekilde, bitkisel kokenli ajanlarin pros-
tat kanseri hiicre hatlan tGzerindeki antiprolife-
ratif etkileri de daha 6nce Koca ve arkadaslari
tarafindan gosterilmistir (18). Bu celiskili bul-
gular, otofajinin hiicre tipine, uyarici maddeye
ve mikrogevresel kosullara bagl olarak farkh
roller Ustlenebilecegini disiindiirmektedir. Bu
calismada gozlemlenen Beclin1 ve LC3-Il artis
ile birlikte SQSTM1 azalmasi, boraksin DU-145
hicrelerinde otofajiyi hiicre olimine aracilik
edecek sekilde aktive ettigini gostermektedir.

Son yillarda farkh ¢alismalar, bor ve tiirevlerinin
hicre canhhgi ve cogalmasi Gzerinde koruyucu/
mitojenikten hasar verici/antiproliferatife kadar
degisen biyuk olclde farkli etkiler gosterebile-
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cegi bildirmistir (19-21). Bu ¢calismada MTT ve
BrdU testi sonuclari, boraksin DU-145 hiicrele-
rinin canliligini ve proliferasyonunu kosantras-
yon bagiml bir sekilde anlamli olarak inhibe et-
tigi gosterilmistir. Bu durum, boraksin DU-145
hicre 6limunu indlkledigini distindirmekte-
dir. Dikkat cekici sekilde, ilk kez bu calismada,
DU-145 hicrelerinde boraksin, Beclin1, LC3-ll ve
SQSTM1 otofajibelirtecleriniindikleyerek otofa-
jiyi sinyalizasyonunu aktive ettigi gosterilmistir.

Otofaji, apoptozdan farkh bir hiicre 6limu si-
recidir. Hlicresel savunma ve stres diizenleme
mekanizmasi olarak otofaji, kanser arastirma-
larinda kapsamli bicimde incelenmistir (22).
Otofaji, oOkaryotik hucrelerde sitoplazmanin
bir bolimind ve yikima ugrayacak hiicre igi
organel ve proteinleri saran cift zar yapisinin
olusmasiyla karakterize edilir; bu yapi otofa-
gozom olarak adlandirhr (23). Otofagozom,
endozomlarla birleserek amfizom olusturur;
bu yapi da daha sonra lizozomlarla birleserek
otofagolizozomu meydana getirir ve icerigi par-
calayarak yok eder (24). Fizyolojik kosullar altin-
da otofaji distik diizeylerde gerceklesir. Ancak
hucreler yetersiz besin, buyime faktorlerinin
eksikligi ve hipoksi gibi cesitli stres kosullarina
maruz kaldiginda otofaji baslatilir (25). Bu su-
re¢, hiicre ici ortamin stabilitesinin korunmasi
ve normal fizyolojik islevlerin strdirilebilmesi
acisindan kritik Gneme sahiptir (26). Daha 6nce
yapilan calismalar, otofajinin timor patogenezi
ve ilerleyisinde yakindan rol oynadigini ortaya
koymustur (27). Otofaji, 6zellikle timor olusu-
munun erken evrelerinde timor blylmesini
baskilamaktadir; ancak ilerleyen dénemlerde
timor hicrelerinin olumsuz metabolik stres
kosullarina adaptasyonunu saglayarak hayatta
kalmalarina da olanak taniyabilir (28). Ayrica,
¢ok sayida antitimor ajan otofajiyi indiklemek-
tedir; ancak bu durumun timor hiicre 6limiine
mi yoksa hiicre hayatta kalmasina mi yol actig
halen tartismalidir (29). Onceki bir calismada,
DU-145 hiicreleri transmisyon elektron mikros-
kobu ile incelenmis ve diosgenin ile muamele
edilen hiicrelerin sitoplazmalarinda cesitli bo-
yutlarda cok sayida otofajik vakuol gozlem-
lenmistir (30). Ayrica otofagozom olusumu da
tespit edilmistir. Bu bulgular, prostat kanser
hicrelerinde otofajiyi indukledigini dogrula-
maktadir. Onceki calismalarla tutarh sekilde bu
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calismada, boraks tedavisinin DU-145 prostat
kanseri huicrelerinde otofajik aktivasyonu artir-
digive hiicresel canlihgibaskiladigi saptanmistir.

Beclin1, timor olusumu ile otofagozom olusu-
munda temel diizenleyici bir rol oynamaktadir
(31). Beclin1, otofajiyi indikleyici etki goster-
mektedir (32). Bu nedenle hiicresel Beclin 1 se-
viyeleri, otofajinin énemli bir diizenleyicisidir.
Onceki calismada, prostat kanser hiicrelerinde
Beclin 1 mRNA dizeylerinin anlamli bicimde
artmasi bu hiicrelerde otofajiyi induksiyonunun
gerceklestigini bildirmistir (33). Benzer sekilde
bu calismada, kontrol hiicreleriyle karsilastiril-
diginda boraksla tedavi edilen hicrelerde daha
fazla Beclin1 seviyeler tespit edildi; bu da borak-
sun otofajiyi indikledigini disiindirmektedir.
LC3, memeli hicrelerde otofajinin bir belirte-
ci olarak gorev yapar (34). Tumor hicrelerinde
LC3, sitoplazmik LC3-I formuna donusturilar
ve daha sonra otofagozom zarinda fosfati-
diletanolamin ile kovalent baglanarak LC3-lI
formunu olusturur. LC3-Il dUlzeyinin otofaji
dizeyiyle dogru orantih oldugu bilinmekte-
dir (35); dolayisiyla LC3-II protein diizeylerinin
Olctlmesi, otofajinin basladigini  gostermek
icin kullanilabilir. Nie ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismada western blot analizi ile LC3-
Il protein diizeyleri belirlenmis ve diosgenin ile
muamele edilen DU-145 hiicrelerinde LC3-II/
LC3-I oraninin arttigi saptanmistir (30). Bu bul-
gu, diosgenin’in timor hicrelerinde otofajiyi
indukledigini bir kez daha ortaya koymaktadir.
Bir baska calismada, valproik asit uygulama-
sinin DU-145 hcrelerinde LC3-Il seviyelerini
arttirarak otofajik aktivasyona neden oldugu
bildirilmistir (34). Bahsi gecen calismalarda tu-
tarh sekilde, boraks uygulamasi sonucu DU-145
hicrelerinde LC3-Il seviyelerinde kontrol gru-
buna gore anlamh bir artis tespit edilmistir.
Bu da, boraksin prostat kanser hiicrelerinde
otofajiyi indukleyebilecegini gostermektedir.

Otofaji akisinin izlenmesinde SQSTM1 (ubiqu-
itin baglayici protein p62 olarak da bilinir) du-
zeyi de kullanilmaktadir, zira otofaji engellen-
diginde bu protein hiicrelerde birikir. Bir otofaji
adaptor proteini olan SQSTMT1, LC3-Il ile dogru-
dan etkilesime girer ve ubikitinlenmis protein
agregatlarinin hedeflenmis yikimini dizenler
(36). SQSTM1, otofaji sirasinda yikima ugraya-

bilen bir proteindir ve otofaji engellendiginde
hicrede birikir; bu nedenle otofaji akisinin izlen-
mesinde bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Bu
baglamda, DU145 hicrelerinde SQSTM1 prote-
in diizeyinin, LNCaP ve PC-3 hiicrelerine kiyasla
daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir (35). Mev-
cut calismada, boraks uygulamasi DU-145 hiic-
relerinde SQSTM1 diizeylerinde anlamli bir azal-
maya neden olmustur. Bu durum, SQSTM1’in
otofaji sirasinda lizozomal yikima ugradigini ve
otofajik akisin gerceklestigini gostermektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismanin bulgulari, boraksin
DU-145 prostat kanseri hiicre hattinda belirgin
antitimor aktivite gosterdigini ortaya koymak-
tadir. Boraks, DU-145 hiicrelerinin proliferasyo-
nunu otofajiyi aktive ederek baskilamaktadir ve
bu etkinin temelinde Beclin1/LC3-1I/SQSTM1
sinyal yolunun aktivasyonunun yer aldigi di-
stindlmektedir. Buna ek olarak, boraks aracili-
giyla otofajinin indiklenmesi, hiicresel canhhgi
baskilamakta ve bdylece terapétik etkiyi glic-
lendirmektedir. Bu dogrultuda, boraks ile bir
otofaji aktivatorinin kombinasyonu, boraksin
antitiimor etkisini daha da artirabilecek potan-
siyel olarak etkili bir tedavi stratejisi olabilir. Bu-
nunla birlikte, in vitro olarak g6zlemlenen etkin
konsantrasyonlarin in vivo sistemlerdeki karsil-
g1 halen net degildir. Literatiirde bildirilen bor
trevi plazma dizeyleri genellikle mikromolar
diizeyde olup, bu calismada etkili olan mili-
molar konsantrasyonlarin klinik olarak tolere
edilebilirligi tartismalidir. Bu nedenle, boraksin
terapotik potansiyelinin dogrulanmasi icin far-
makokinetik ve toksisite calismalari gereklidir.
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