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Oz

Kemoterapi kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir metod olmakla birlikte hiicrelerin zamanla kemoterapoétik ilaglara karsi
direng olusturmasi (kemoresistans) énemli bir sorun olusturmaktadir. Bortezomib ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan
bor elementi igeren bir bilesiktir. Ancak pek ¢ok calismada bortezomib muamelesine cevap olarak hiicrelerde hizli bir sekilde
direng olustugu gosterilmistir. Bu ¢alismada PC3 insan prostat kanseri hiicre hatt1 (PC3-Parental) ve daha dnceki caligmalarda
bortezomib direnci kazandirilmis PC3 hiicre hatlar1 (PC3-Direngli) kullanmilmigtir. Calisma kapsaminda PC3-Parental ve PC3-
Direngli hiicreler {izerinde diger bazi bor igeren bilesiklerin sitotoksik etkileri arastirilmistir. 48 saat siireyle 3-(2-
Carboxyethyl)phenylboronic acid ile muamele sonrasinda ICso degeri, PC3-Parental hiicrelerde 702.7 uM; PC3-Direngli hiicrelerde
ise 1156 uM olarak tespit edilmistir. 4-Aminocarbonylphenylboronic acid bilesiginin 48 saat muamele sonrasinda ICso degeri,
PC3-Parental hiicrelerde 117.3 uM; PC3-Direngli hiicrelerde ise 226.3 uM olarak bulunmustur. Ozellikle 4-
Aminocarbonylphenylboronic acid bilesigi daha diisiik bir ICso degerine sahip oldugu i¢in, daha detayli analizler ile etkilerinin
arastirilmasi faydali olacaktir. Ayrica, farkli ilag kombinasyonu denemeleri ile daha diisiik konsantrasyonlarda daha etkili bir kanser
tedavi yaklagimi gelistirilebilecegi diistiniilmektedir.
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* Corresponding author
E-mail address: emrah.okur@dpu.edu.tr
Dulaimi, N. A. K.., Yerlikaya, A. & Okur, E., 2026, Journal of Scientific Reports-C, 013, 41-56

41



Dulaimi, N. A. K.., Yerlikaya, A. & Okur, E., 2026/ Journal of Scientific Reports-C, 013, 41-56

The effects of 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid and
4-Aminocarbonylphenylboronic acid compounds on parental and
Bortezomib-Resistant prostate cancer cell lines

Abstract

Although chemotherapy is a widely used method in cancer treatment, the development of resistance to chemotherapeutic agents
over time (chemoresistance) constitutes a major problem. Bortezomib is a boron element-containing compound used in the
treatment of various cancer types. However, many studies have demonstrated that cells rapidly develop resistance in response to
bortezomib treatment. In this study, the PC3 human prostate cancer cell line (PC3-Parental) and previously established bortezomib-
resistant PC3 cell lines (PC3-Resistant) were used. Within the scope of the study, the cytotoxic effects of several other boron-
containing compounds were investigated on PC3-Parental and PC3-Resistant cells. After 48 hours of treatment with 3-(2-
Carboxyethyl)phenylboronic acid, the ICso value was determined as 702.7 pM in PC3-Parental cells and 1156 uM in PC3-Resistant
cells. Following 48 hours of treatment with 4-Aminocarbonylphenylboronic acid, the ICso values were found to be 117.3 uM in
PC3-Parental cells and 226.3 uM in PC3-Resistant cells. Since 4-Aminocarbonylphenylboronic acid exhibited a lower ICso value,
further detailed analyses would be beneficial to investigate its effects more comprehensively. Additionally, it is thought that a more
effective cancer treatment strategy at lower concentrations could be developed through trials of different drug combinations.
Keywords: 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid; 4-Aminocarbonylphenylboronic acid; bortezomib; prostate cancer.

1. Giris

Kanser; viicutta olusan kotii huylu (malignant) tiimorleri tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Cok hiicreli
organizmalarda her hiicrenin ¢ogalmasi, farklilagmasi ve sag kalim1 organizmanin genel gereksinimleri dogrultusunda
diizenlenir. Kanser hiicrelerinde bu olaylar1 diizenleyen mekanizmalar ortadan kalkmaktadir. Hiicreler kontrolsiiz
bicimde bdliinerek ¢ogalmaya baglamakta ve tiimdr sonunda viicudun diger bolgelerine yayilarak normal doku ve
organlarin islevini etkilemektedir. Kanser hastaligi, tim diinyada hastalik kaynakli insan 6liimlerinin ikinci nedeni
olarak bilinmektedir [1]. Kemoterapi, kanser hiicrelerinin yok edilmesi veya ¢ogalmalarinin kontrol altina alinmasi
icin antikanserojenik ilaglarin kullanildig1 kanser tedavi ¢esitidir. Kanser ile baglantili insan dliimlerinin yaklasik
olarak %90’ metastaz ile iliskili oldugunu bilinmektedir. Bu sebeple metastatik siirecin mekanizmalarini
hedefleyerek kanserin yayiliminin dnlenmesi, kanser tedavisinde 6nemli ilerlemeler saglayacaktir [2, 3]. Bununla
birlikte zamanla artmis ilag disa atimi, azalmis ila¢ alimi, ila¢ hedeflerinin miktar veya aktivitesindeki degisiklikler,
artmis DNA onarimui gibi birincil veya kazanilmis direng mekanizmalar1 nedeniyle konvansiyonel kemoterapotik
ilaclara kars1 diren¢ (kemoresistans) gelismektedir [3, 4]. Kemoresistans gelisimi, lokal ya da yayilmis kanserlerin
tedavisi sirasinda 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Daha dnce yapilan bir¢ok ¢aligsma, 26S proteozomun kanser tedavi
stratejilerinde kritik bir hedef oldugunu gdstermistir. Ornegin, iyi huylu (benign) solid tiimérlerle karsilastirildiginda
primer meme kanseri hiicrelerinin %90’ 1ndan fazlasinda proteozomal alt birimlerin yani sira proteozom aktivitesinin
2-32 kat arttig1 gosterilmistir [5]. Ayrica ¢ok sayida ¢aligma, proteozom inhibitorii bortezomibin tek basina bircok
kanser hiicre hattinda belirgin biiylime baskilayici ve apoptotik etki gosterdigini ve diger sitotoksik ajanlarla
kombinasyonu halinde umut verici antitiimor aktivite sergiledigini ortaya ¢ikarmistir [6- 9]. Bortezomib (Velcade ya
da PS-341 olarak da bilinir), kemoterapide kullanilan bor elementi i¢eren bir kanser tedavisi ilacidir. Bortezomibin
pek ¢ok in vitro ve in vivo deney modelinde bir¢ok agidan tiimor hiicre gogalmasini, adhezyon ve metastaz olusumunu
engelledigi tespit edilmistir. Ayrica prostat, 16semi, manto hiicreli lenfoma, miyeloma, yumurtalik, pankreas, bas ve
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boyun, kii¢iik hiicreli olmayan akciger ve kolon kanseri gibi birgok tiimor hiicresinde gelisimi engelleyici ya da azaltici
anti-tiimor aktivite meydana getirdigi belirlenmistir [10- 15]. Ancak daha once gergeklestirilen bir¢ok ¢alismada,
bortezomib muamelesine cevap olarak hizli bir sekilde ila¢ direncinin gelistigi tespit edilmistir [16, 17]. Prostat
kanseri, diinya capinda erkekler arasinda en sik goriilen malignant kanser tiirlerinden birisidir ve yiiksek insidans
gostermesi nedeniyle 6nemli bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Erkekleri en ¢ok etkileyen kanser tiirleri
arasinda akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir [18]. Prostat kanseri i¢in cinsiyetten sonra ileri yas,
aile Oykiisii, itk ve gevresel faktorler baslica risk faktorleri arasinda yer almaktadir [19]. PC3 insan prostat kanseri
hiicre hatti, ilk kez 1979 yilinda IV. derece metastatik prostat adenokarsinomu hastalifina sahip 62 yasindaki
Kafkasyali bir erkekten elde edilmistir [20- 22]. PC3 hiicre hattinin; ilag testleri, hiicresel siireclerin anlagilmasi, kanser
calismalari, genetik ve biyoteknoloji dahil olmak {izere tibbi arastirma alanlarinda yaygin olarak kullanimi mevcuttur.
Prostat kanseri ve gelismis formlarinin anlasilmasinda 6nemli bir yardimci olmaya devam etmektedir. PC3 hiicre hatti,
ileri evre ve tedaviye direngli prostat kanseri formlarinin modellenmesi agisindan uygun hale getiren ¢esitli ayirt edici
ozellikleri nedeniyle prostat kanseri aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [23]. Ayrica, PC3 hiicreleri
yiiksek metastatik potansiyele ve invazivlige sahip olduklar: i¢in, tiimdr progresyonu ve metastaz siireglerinin
incelenmesi icin degerli modeller olarak karsimiza ¢ikmaktadir [20]. Apoptozise karsi direng gdsterme ozellikleri,
PC3 hiicrelerinin sitotoksik strese ragmen hayatta kalmalarini saglamaktadir. Bu o6zellik genellikle agresif ve
kemoterapi ilaglarina direngli tiimorlerde gozlemlenmektedir [24]. Bu sebeple PC3 hiicreleri, direngli kanser
fenotiplerini hedefleyen yeni terapétik bilesiklerin degerlendirilmesinde 6nemli bir model haline gelmektedir [10, 25].
Sonug olarak, androjen bagimsizligi, yliksek metastatik potansiyel, invazivlik, apoptozise ve proteozom inhibitorlerine
kars1 direng gosterme 6zellikleri sayesinde PC3 hiicre hatti, ileri evre prostat kanserine yonelik tedavi stratejilerinin
arastirtlmasinda giivenilir ve uygun bir in vitro model olarak kabul edilmektedir [23].

2. Materyal ve Metod
2.1. Materyal

DMEM besiyeri (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ve fetal bovine serum (FBS), Capricorn Scientific
firmasindan; 10X  tripsin, Penisilin/Streptomisin, sodyum bikarbonat, HCI (hidroklorik asit), 4-
Aminocarbonylphenylboronic Acid (683876-1G), MTT [3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrazolium
bromide], Sigma-Aldrich Inc. firmasindan (St. Louis, MO USA); Bortezomib (Velcade ya da PS-341), Millenium
Pharmaceuticals Inc.’dan; 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic Acid (sc-288640-1 gr), Chem Cruz (Santa Cruz)
firmasindan; 0.22 um filtrasyon sistemi, Millipore firmasindan satin alinmigtir. PC3 insan prostat kanseri hiicre hattt
(PC3-Parental, PC3-P) (ATCC Cat# CRL-1435, RRID:CVCL_0035) ilk olarak Prof. Dr. Serap Kuruca Erdem’den
(istanbul Universitesi, Istanbul, Tiirkiye) temin edilmis ve daha sonra laboratuarda cogaltilip stoklanmasi saglanmustir.
Bortezomibe direngli PC3 insan prostat kanseri hiicre hatt1 (PC3-Direncli, PC3-R) ise Yerlikaya ve Okur tarafindan
daha onceki ¢aligmalarda elde edilmistir [3].

2.2. DMEM Besiyeri Hazirlama

13.4 gr DMEM besiyeri yaklagik olarak 900 ml otoklavlanmis dH»O i¢inde ¢6ziiniir ve {izerine 50 ml steril %7.4
NaHCO:s (sodyum bikarbonat) ilave edilir. pH metre kalibre edildikten sonra, ¢dzeltinin pH’s1 IN HCI kullanilarak
7.4’e ayarlanir ve tamemen ¢dziinmesi saglanir. Daha sonra 10 ml penisilin/streptomisin antibiyotik karigimi eklenir
ve besiyerinin son hacmi otoklavlanmig dH,O ile 1 litre olacak sekilde ayarlanir. Devaminda hazirlanan besiyeri,
biyolojik giivenlik kabini igerisinde, tek kullanimlik 0.22 um gozenekli filtre igeren Millipore filtrasyon sistemi
kullanilarak filtre edilir. Filtrasyondan sonra, filtrelenen besiyerinin %90’lik kismina (900 ml) %10 oraninda FBS
(100 ml) ilave edilir ve besiyeri +4°C’de saklanir [3].
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2.3. PC3-Direncli Hiicrenin Elde Edilmesi ve Direng Fenotipinin Korunmasi

Caligmada kullanilan PC3-Direngli hiicreler daha 6nce gergeklestirilen calismalarda elde edilmistir. Bu ¢aligmalar
kapsaminda direngli PC3 hiicrelerini elde etmek amaciyla, hiicrelere 6 ay boyunca kademeli olarak artan bortezomib
konsantrasyonlar1 uygulanmustir. Hiicreler ilk olarak 1 nM bortezomib ile yaklasik %70 yogunluga ulasincaya kadar
3 gilin boyunca muamele edilmistir. Daha sonra, ayn1 konsantrasyonda bir sonraki iki pasaj boyunca muameleye devam
edilmistir. Bu pasajlarin ardindan, bortezomib konsantrasyonu sonraki ii¢ pasaj i¢cin 2.5 nM’a yiikseltilmistir.
Muamele; benzer sekilde 5 nM, 10 nM, 20 nM, 30 nM, 40 nM, 50 nM, 60 nM, 70 nM ve 80 nM konsantrasyonlari
icin siirdiiriilmistiir. Baz1 asamalarda, bortezomibin yiiksek sitotoksisitesi nedeniyle hiicreler yaklasik %70 yogunluga
ulasamamis; bu durumda konsantrasyon bir dnceki diizeye diisliriilmiis ve hiicrelerin yiiksek proliferasyon hizlarini
yeniden kazanmalarina izin vermek amaciyla muameleye bu sekilde devam edilmistir. Parental hiicreler ise, en uygun
deneysel kontrolii saglamak amaciyla, takip eden deneyler i¢in paralel olarak biiyiitiilmiis ve pasajlanmigtir [3]. PC3-
Direngli hiicrelerin direng fenotipinin korunmasi amaciyla; PC3-Direncli hiicrelere stoktan ¢ikarildiktan sonra ve her
pasaj islemi sonrasinda 5 nM bortezomib uygulanmuistir.

2.4. Hiicre Kiiltiirlerinin Cogaltilmasi

PC3-Parental ve PC3-Direngli hiicreler; %10 FBS destekli DMEM besiyeri icerisinde, %5 CO, ve 37°C sicaklik
ortami saglayan CO, inkiibatoriinde ¢ogaltilmiglardir. Stok hiicre kiiltiirlerinin gogaltilmasi igin 25 cm? steril corning
flasklar; deney hiicre kiiltlirlerinin ¢ogaltilmasi i¢in ise 96’lik mikroplateler (96 well/plate) kullanilmistir [3, 26].

2.5. Hiicre Pasaji

Hiicre pasaji; genellikle PC3-Parental ve PC3-Direncli hiicreler biiyiimenin logaritmik fazindayken (yaklasik
olarak yiizde 70 oraninda yogunlukta) gerceklestirilmigtir. Bunun icin dncelikle hiicreler 1 ml PBS (phosphate
buffered saline; fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikanir ve sonrasinda yaklasik 5 saniye siireyle 2 ml 1X tripsin ile
kaldirilir. Tripsin aspire edildikten sonra taze DMEM besiyeri kullanilarak uygun diliisyon oranlarinda yeni flasklara
hiicreler ekilir (ilaveten PC3-Direngli hiicrelere 5 nM bortezomib verilir). Hiicreler inverted mikrokop altinda incelenir
ve %5 CO; ve 37°C sicaklik saglayan CO; inkiibatoriine kaldirilir. Hiicreler ortalama olarak her ii¢ giinde bir yaklasik
yilizde 70 yogunluga ulastiklar i¢in, hiicre pasaji islemi periyodik olarak ii¢ giinde bir olacak sekilde gerceklestirilir
[3,27].

2.6. Hiicre Sayimi

Hiicre ekimi isleminin Oncesinde; PC3-Parental ve PC3-Direngli hiicrelerin hemasitometre (thoma lami1)
yardimiyla sayimi gergeklestirilmistir. Hiicre sayimi islemi i¢in, hemasitometre iizerine lamel yerlestirildikten sonra
lamelin altindan pipet yardimiyla yaklagik 30 pl hiicre igeren besiyeri yavasca pipetlenir. Daha sonra inverted
mikroskop altinda 10X biiyiitme kullanilarak hiicrelerin sayimmi gerceklestirilir. Hiicre sayimi igin, hemasitometre
iizerindeki biiylik kareler sayilir ve sayim sonuglarinin ortalamasi hesaplanir. Sonrasinda mililitredeki hiicre sayisim
bulmak amaciyla bu ortalama say1 10*ile garpilir [3, 27].

2.7. Hiicre Ekimi

Hiicre saymm sonrasinda; PC3-Parental ve PC3-Direngli hiicrelere 48 saat siireyle bazi bor igeren bilesikler ii¢
tekrarl1 (n = 3) olacak sekilde uygulanacag: i¢in, 96 kuyulu mikroplate (96 well/plate) kullanilmistir. Her bir kuyuda
100 ul DMEM besiyeri igerisinde 10000 hiicre olacak sekilde hazirlama islemi gergeklestirilmistir. Esit sayida ekim
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gerceklestirilmesi adina hiicreli besiyeri her defasinda hafifce karistirilir ve her bir kuyuya 100 pl ilave edilir. Daha
sonra mikroplate 24 saat siireyle %5 CO, ve 37°C sicaklik saglayan CO; inkiibatoriine kaldirilir [3, 9, 26].

2.8. Bazi Bor I¢eren Bilesiklerin PC3-Parental ve PC3-Direncli Hiicrelere 48 Saat Siireyle Uygulanmast

Siire sonunda mikroplate CO, inkiibatoriinden ¢ikarilir, hiicrelerin esit cogalip ¢cogalmadiginin ve kontaminasyon
olup olmadiginin kontrol edilmesi amaciyla 10X biiyiitme kullanilarak inverted mikroskop ile incelenir. Oncelikle 3-
(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid, 4-Aminocarbonylphenylboronic acid ve bortezomibe ait stoklar kullanilarak
deney icin belirlenen konsantrasyonlarda seyreltme islemi yapilir. Bilesiklerin her birisi farkli ¢oziiclilerde
hazirlandig1 icin; ¢oziicliniin hiicre iizerinde meydana getirebilecegi sitotoksik etkiler gz oniine alinarak her bir
bilesik i¢in uygulanan en yiiksek konsantrasyona ilave edilen ¢oziicii miktarini igerecek sekilde ayr1 ayri kontrol
numuneleri hazirlanir. Bu sebeple 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid i¢in kontrol numunesine dH,O, 4-
Aminocarbonylphenylboronic acid i¢in kontrol numunesine DMSO (final konsantrasyonu, %0.5 oraninda) ve
bortezomib i¢in kontrol numunesine izotonik soliisyon ilave edilir. Daha sonra kuyulardaki besiyeri aspire edilir ve
her bir kuyuya ilgili kontrol veya bilesik dozundan [3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid (1 uM, 10 uM, 100 uM
ve 200 uM); 4-Aminocarbonylphenylboronic acid (1 pM, 10 uM, 100 uM ve 200 pM); bortezomib (10 nM, 100 nM,
1 uM ve 10 pM)] ii¢ tekrarli (n = 3) olacak sekilde 100 pl ilave edilir. Mikroplate 48 saat siireyle %5 CO» ve 37°C
sicaklik saglayan CO, inkiibatoriine koyulur [3, 26].

2.9. MTT Analizi

48 saat siireyle uygulanan 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid, 4-Aminocarbonylphenylboronic acid ve
bortezomibin PC3-Parental ve PC3-Direngli hiicrelerdeki ICso (half maximal inhibitory concentration; yart maksimum
inhibitdr konsantrasyonu) degerlerinin hesaplanmast MTT [3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrazolium
bromide] analizi ile gerceklestirilmistir. MTT uygulamasi dncesinde tiim muamelelere ait kuyulardaki hiicrelerin
morfolojileri inverted mikroskop altinda 10X biiyiitme ile incelenir ve fotograflari ¢ekilir. Daha sonra MTT
uygulamasina gegilir. Oncelikle, kuyulardaki besiyeri aspire edilir. Sonrasinda her bir kuyuya 0.5 ug/ul MTT ve %0.5
FBS igeren 100 ul DMEM besiyeri ilave edilir. Daha sonra mikroplate hafifce el ile karigtirilir ve 4 saat siireyle %5
CO; ve 37°C sicaklik saglayan CO, inkiibatoriinde inkiibe edilir. Siire sonunda, MTT igeren besiyeri her bir kuyudan
aspire edilerek uzaklastirilir. Her bir kuyuya 50 pl DMSO ilave edilir ve formazan kristallerinin tamamen ¢éziinmesini
saglamak amaciyla ¢ek-birak yapilarak hiicreler homojenize edilir. Mikroplate 15 dakika siireyle orbital calkalayicida
calkalanir. Son olarak numunelerin absorbans degerleri, 570 nm ve 630 nm dalga boyunda Thermo Scientific
Multiskan GO marka multiplate okuyucu kullanilarak dlgiiliir [27, 28, 29].

2.10. Istatistiksel Analizler

ICso degerlerini hesaplamak igin, GraphPad Prism 5 istatistik programi kullanilarak MTT analizi sonucu elde edilen
absorbans degerleri analiz edilmis ve grafik ¢izimi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in dncelikle en yiiksek kontrol
absorbans degeri baz alinarak tiim muamelelerin absorbans degerleri yiizdelik degere ¢evrilmistir. Daha sonra her bir
kontrol veya bilesik muamelesine ait tekrarlarin ortalamast alinmis ve logio degerine doniistiiriilmiigtiir. Sonrasinda
ICso degerleri, GraphPad Prism 5 istatistik programinda nonlinear regression parametresi kullanilarak log(inhibitor)
vs. normalized response denklemi ile tespit edilmistir [7, 9, 30].

3. Bulgular
PC3-Parental ve PC3-Direngli hiicreler, ¢esitli konsantrasyonlardaki 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid, 4-

Aminocarbonylphenylboronic acid veya bortezomib ile 48 saat siireyle muamele edildikten sonra, MTT analizi
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gerceklestirilmeden 6nce bu bilesik muamelelerinin PC3-Parental ve PC3-Direncli hiicreler iizerinde meydana
getirdigi sitotoksik etkileri gozlemlemek adina tiim muamelelere ait kuyulardaki PC3-Parental ve PC3-Direncli
hiicrelerin morfolojileri 10X biiyiitme ile inverted mikroskop kullanilarak incelenmis ve her bir kuyunun fotograf
cekimi islemi gerceklestirilmistir. PC3-Parental ve PC3-Direncli hiicrelere ait hiicre morfolojisi goriintiileri detayli bir
sekilde incelendiginde, 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid bilesiginin PC3-Parental hiicrelerde kontrol
muamelesine gore 10 uM konsantrasyonda bir miktar etki gdstermekle birlikte belirlenen konsantrasyon araliklarinda
anlaml bir sitotoksik etki meydana getirmedigi gézlenmistir (1 uM - 200 uM arasi). 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic
acid bilesiginin PC3-Direngli hiicrelerde ise yine kontrol muamelesine gore 10 uM konsantrasyonda kismi bir etki
meydana getirse de belirlenen konsantrasyon araliklarinda anlamli bir sitotoksik etki olugturmadig belirlenmistir (1
pM - 200 puM arasi) (Sekil 1). 4-Aminocarbonylphenylboronic acid bilesiginin PC3-Parental hiicrelerde 100 pM
konsantrasyondan baslamak iizere 6zellikle 200 pM konsantrasyonda 6nemli bir sitotoksik etki meydana getirdigi
tespit edilmistir. 4-Aminocarbonylphenylboronic acid bilesiginin PC3-Direngli hiicrelerde ise 200 pM
konsantrasyonda onemli sitotoksik etki olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 2). Bortezomib bilesiginin PC3-Parental
hiicrelerde 10 nM konsantrasyondan baglamak tizere 6zellikle 100 nM, 1 uM ve 10 pM konsantrasyonlarda ¢ok 6nemli
sitotoksik etkiler meydana getirdigi ve neredeyse hiicrelerin tamamina yakinini yok ettigi belirlenmistir. Bortezomib
bilesiginin PC3-Direngli hiicrelerde ise 1 pM konsantrasyondan baglamak iizere 6zellikle 10 uM konsantrasyonda
onemli bir sitotoksik etki meydana getirdigi gozlemlenmistir (Sekil 3). Mikroplate {izerindeki kuyularin tamaminin
fotograf ¢cekim iglemi gergeklestirildikten sonra kuyularda bulunan hiicreler 4 saat siireyle MTT ile muamele edilmis
ve sonrasinda kuyulardaki numunelerin absorbans degerleri multiplate okuyucu yardimiyla 570 nm ve 630 nm dalga
boyunda 0lgiilerek tespit edilmistir. MTT analizi sonrasinda, GraphPad Prism 5 istatistik programi kullanilarak dl¢iim
sonucu elde edilen absorbans degerlerinin analizi gergeklestirilmis, grafik ¢izimleri yapilmis ve nonlinear regression
parametresi kullanilarak log(inhibitor) vs. normalized response denklemi ile ICso degerleri belirlenmistir.
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Sekil 1. Cesitli konsantrasyonlarda 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid ile 48 saat siireyle muamele edilen PC3-Parental ve PC3-Direngli
hiicrelerin morfolojileri.
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Sekil 2. Cesitli konsantrasyonlarda 4-Aminocarbonylphenylboronic acid ile 48 saat siireyle muamele edilen PC3-Parental ve PC3-Direngli
hiicrelerin morfolojileri.
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Sekil 3. Cesitli konsantrasyonlarda bortezomib ile 48 saat siireyle muamele edilen PC3-Parental ve PC3-Direngli hiicrelerin morfolojileri.
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Istatistiki analizler sonucunda, 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid bilesiginin (kimyasal yapis1 Sekil 4A’da
sunulmustur) ICso degeri, PC3-Parental hiicrelerde 702.7 uM (n = 2-3) (Sekil 4A); PC3-Direngli hiicrelerde ise 1156
pM (n = 2-3) (Sekil 4B) olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4. 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid bilesiginin (A) PC3-Parental ve (B) PC3-Direncli hiicrelerdeki ICs, degerleri. Hiicreler 48 saat
stire ile muamele edilmislerdir, bilesigin kimyasal yapisi [Ref. 31]’den uyarlanarak Symyx Draw 4.0 programu ile tekrar gizilmistir.
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4-Aminocarbonylphenylboronic acid bilesiginin (kimyasal yapisi Sekil SA’da sunulmustur) ICsy degerinin, PC3-
Parental hiicrelerde 117.3 pM (n =2-3) (Sekil 5A); PC3-Direngli hiicrelerde ise 226.3 uM (n = 2-3) (Sekil 5B) oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 5. 4-Aminocarbonylphenylboronic acid bilesiginin (A) PC3-Parental ve (B) PC3-Direngli hiicrelerdeki ICsy degerleri. Hiicreler 48 saat siire
ile muamele edilmislerdir, bilesigin kimyasal yapisi [Ref. 32]’den uyarlanarak Symyx Draw 4.0 programu ile tekrar ¢izilmistir.
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Son olarak bortezomib bilesiginin (kimyasal yapis1 Sekil 6A’da sunulmustur) ICso degeri, PC3-Parental hiicrelerde
19.5 nM (n = 2-3) (Sekil 6A); PC3-Direngli hiicrelerde ise 2.7 uM (n = 2-3) (Sekil 6B) olarak hesaplanmistir.
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Sekil 6. Bortezomib bilesiginin (A) PC3-Parental ve (B) PC3-Direngli hiicrelerdeki ICsy degerleri. Hiicreler 48 saat siire ile muamele
edilmislerdir, bilesigin kimyasal yapisi [Ref. 33]’ten uyarlanarak Symyx Draw 4.0 programu ile tekrar ¢izilmistir.
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4. Tartisma

Gilintimiize kadar gergeklestirilen bir¢ok ¢calismada bortezomib tedavisine yanit olarak ila¢ direncinin hizla gelistigi
rapor edilmistir. Ornegin, Oerlemans ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bir calismada, insan miyelomonositik
THP1 hiicrelerinde bortezomib direncinin proteozom B5-alt birimi (PSMBS5) proteininde Ala49Thr mutasyonu ve
diger proteozomal alt birimlerde (6rnegin; PSMB6, PSMB7 ve PSMA7) herhangi bir degisiklik olmaksizin PSMBS5’in
dramatik bir sekilde (60 kata kadar) asirt eksprese edilmesi ile iligkili oldugu gosterilmistir [16]. Wu ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir caligmada, iki adet bortezomibe direncli hepatoseliiler karsinoma (HCC) hiicre hatti
olusturulmus ve bortezomibe direncli HCC hiicrelerinde B1 ve B5 proteozom alt birimlerinin ekspresyonunun arttigt;
ancak B5-alt birimindeki bortezomib baglanma bolgesinde herhangi bir mutasyon tespit edilmedigi bildirilmistir [17].
Daha once Yerlikaya ve Okur tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada ise, PC3 prostat kanseri hiicre hatti model
sistem olarak kullanilarak 26S proteozom inhibitdrii bortezomibe kars1 gelisen direng mekanizmalar1 arastirilmistir.
Calisma kapsaminda, oncelikle PC3-Direngli hiicre eldesi gergeklestirilmistir. Caligmanin devaminda edinilen
bulgulara gore, parental hiicrelerde PSMBS5’in prekiirsor formunun konsantrasyona bagli olarak agir1 eksprese edildigi,
direngli hiicre hattinda ise bu proteinin iglenmesinde herhangi bir degisiklik olmadig: tespit edilmistir. Ayrica
poliubiquitinlenmis konjugatlarin diizeyi PC3-Parental hiicrelerde PC3-Direngli hiicrelere kiyasla daha yiiksek
bulunmustur. Bunun yani sira, siklin D1 ekspresyonu parental hiicrelerde belirgin bir sekilde azalirken, direngli
hiicrelerdeki degigimin anlamli olmadigr gozlemlenmistir. Bununla birlikte, yeni ve daha etkili kanser tedavi
stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in proteozom inhibitorlerine karsi gelisen diren¢ mekanizmalarinin ayrintili olarak
anlagilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir [3].

Tiim belirtilen bu aciklama ve sebeplerden dolay1 calismamizin temeli; PC3-Parental ve bortezomibe direngli PC3-
Direngli hiicreler iizerinde diger bazi bor igeren bilesiklerin sitotoksik etkilerini ve PC3-Parental ve PC3-Direngli
hiicrelerde etki diizeyinde farklilik olup olmadigini arastirmak iizerine kurulmustur. Calismalarimizda daha once
Yerlikaya ve Okur tarafindan bortezomib direnci gelistirilen PC3-Direncli hiicreler kullanilmigtir [3]. Bor igeren
bilesikler, 6zellikle de boronik asit tiirevleri, kimyasal 6zellikleri ve proteozomal hedeflerle etkilesime girme
yetenekleri nedeniyle umut verici adaylar olduklari i¢in ¢aligmalarimizda 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid ve
4-Aminocarbonylphenylboronic acid bilesikleri tercih edilmistir. Ayrica yaygin olarak olarak kullanilan bor igeren bir
bilesik oldugu i¢in ve galismalarimizda kullandigimiz PC3-Direngli hiicrelere direng bortezomib ile kazandirildig:
icin; hem daha once elde edilen verileri teyit etmek [3, 26] hem de direng seviyesinin kontrolii ve/veya direng
fenotipinde geri doniisiim olup olmadigini kontrol etmek amaciyla referans ilag olarak caligmalarimiza bortezomib
bilesigi de dahil edilmistir.

Caligmalarimiz kapsaminda Oncelikle PC3-Parental ve PC3-Direngli hiicreler ¢esitli konsantrasyonlarda 3-(2-
Carboxyethyl)phenylboronic acid, 4-Aminocarbonylphenylboronic acid veya bortezomib ile 48 saat siireyle muamele
edilmistir. 48 saat siiren inkiibasyon sonrasinda, mikroskop altinda hiicre morfolojileri incelenmis ve her bir kuyunun
fotograf ¢ekimi islemi gerceklestirilmigtir. Daha sonra MTT uygulamasi ve istatistiki analizler gerceklestirilmistir.
PC3-Parental ve PC3-Direngli hiicrelere ait hiicre morfolojisi gorlintiileri incelendiginde, 3-(2-
Carboxyethyl)phenylboronic acid bilesiginin hem PC3-Parental hem de PC3-Direngli hiicrelerde belirlenen
konsantrasyon araliklarinda anlamli bir sitotoksik etki meydana getirmedigi belirlenmistir (1 uM - 200 pM aras1)
(Sekil 1). MTT bir sagkalim testi oldugu i¢in canli kalan hiicre sayisini belirleyen bir hiicre testidir. Bu da ilag
toksisitesi hakkinda bilgi vermektedir. ilag uygulamasi sonrasi canli hiicre sayisinda veya metabolik aktivitede azalma
gozlenmesi, toksik etki varlig1 seklinde yorumlanmaktadir. MTT analizi ve istatistiki analizler sonucunda, 3-(2-
Carboxyethyl)phenylboronic acid bilesiginin 48 saat muamele sonrasinda ICso degeri, PC3-Parental hiicrelerde 702.7
uM; PC3-Direngli hiicrelerde ise 1156 pM olarak hesaplanmistir. Morfoloji analizi sonuglart ve MTT analizi sonuglar1
son derece tutarlilik gostermektedir. 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid bilesiginin ICso degeri, direng
kazandirilmig PC3-Direngli hiicrelerde PC3-Parental hiicrelere gore 1.65 kat daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4A;
Sekil 4B). Hiicre morfolojisi goriintiileri incelendiginde, 4-Aminocarbonylphenylboronic acid bilesiginin PC3-
Parental hiicrelerde 100 uM konsantrasyondan baslamak iizere 6zellikle 200 pM konsantrasyonda ciddi bir sitotoksik
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etki meydana getirdigi; PC3-Direngli hiicrelerde ise 200 uM konsantrasyonda dnemli bir sitotoksik etki olugturdugu
tespit edilmistir  (Sekil 2). MTT analizi ve istatistiki analizlerin sonuglarina bakildiginda, 4-
Aminocarbonylphenylboronic acid bilesiginin 48 saat muamele sonrasinda ICsy degeri, PC3-Parental hiicrelerde 117.3
puM; PC3-Direngli hiicrelerde ise 226.3 uM olarak bulunmustur. Elde edilen bu veriler, morfoloji analizi sonuglari ve
MTT analizi sonuglar1 arasinda tutarlilik bulundugunu gostermektedir. Ayrica 4-Aminocarbonylphenylboronic acid
bilesiginin 1Cso degerinin, PC3-Direncli hiicrelerde PC3-Parental hiicrelere nazaran 1.93 kat daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 5A; Sekil 5B). Son olarak hiicre morfolojisi goriintiileri bortezomib bilesiginin, PC3-Parental
hiicrelerde 10 nM konsantrasyondan baslamak tizere 6zellikle 100 nM, 1 uM ve 10 pM konsantrasyonlarda dramatik
sitotoksik etkiler meydana getirdigini ve hemen hemen hiicrelerin tamamina yakinint yok ettigini; PC3-Direngli
hiicrelerde ise 1 pM konsantrasyondan baslamak iizere 6zellikle 10 uM konsantrasyonda 6nemli bir sitotoksik etki
meydana getirdigini gostermistir (Sekil 3). MTT analizi ve istatistiki analizler degerlendirildiginde, bortezomibin 48
saat muamele sonrasinda ICsy degeri, PC3-Parental hiicrelerde 19.5 nM; PC3-Direngli hiicrelerde ise 2.7 uM olarak
hesaplanmustir. Morfoloji analizi sonuglar1 ve MTT analizi sonuglari arasinda tutarlilik oldugu gériilmiistiir. ilaveten,
bortezomib bilesiginin ICso degerinin, PC3-Direncli hiicrelerde PC3-Parental hiicreler ile kiyaslandiginda yaklagik
olarak 138 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 6A; Sekil 6B).

5. Sonug

Oncelikle 48 saat siireli bortezomib muamelesi sonrasinda PC3-Parental hiicrelere kiyasla PC3-Direngli hiicrelerde
goriilen ICso degerindeki yaklagik 138 katlik artig; PC3-Direngli hiicrelerde kazanilmis olan bortezomib direnci
fenotipinin devam ettigini gostermistir. Ayrica bu sonucun daha onceki calismalarda elde edilmis olan veriler ile
uyumlu oldugunu igaret etmistir [3, 26]. Goriildiigl lizere bortezomib PC3-Parental hiicrelerde nM diizeyinde ciddi
sitotoksik etkiler meydana getirirken; PC3-Direngli hiicrelerde pM seviyelerinde sitotoksik etki meydana
getirebilmektedir. Bor igeren 3-(2-Carboxyethyl)phenylboronic acid ve 4-Aminocarbonylphenylboronic acid
bilesiklerinin her ikisi de uM diizeyinde sitotoksik etki meydana getirmekle birlikte PC3-Direngli hiicrelerde PC3-
Parental hiicrelere kiyasla ICso degerinde sirastyla sadece 1.65 kat ve 1.93 kat artis meydana gelmesi bortezomibe
nazaran daha az kemoresistans gelistirdikleri anlamina gelebilecektir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, 3-(2-
Carboxyethyl)phenylboronic acid ve 4-Aminocarbonylphenylboronic acid bilesiklerinin 4T1 meme kanseri
hiicrelerinde 24 saate kadar yapilan muameleler sonucunda sitotoksik etki gostermedikleri raporlanmistir [34]. Ancak
bu mevcut caligmada ise PC3 prostat kanseri hiicrelerinde 48 saate kadar yapilan muameleler sonucunda sitotoksik
etki gosterdikleri goriilmiistiir. Bu sonug, her iki bilesigin de zamana-bagli ve/veya hiicre-spesifik etkileri olabilecegini
isaret etmektedir. Ayrica literatiir taramalarimiz her iki bilesigin de kanser hiicre kiiltiirleri {izerinde Yerlikaya ve
arkadaslar: tarafindan 2026 yilinda 4T1 hiicre kiiltiirleri lizerinde gergeklestirdikleri ¢aligmalar1 [34] disinda heniiz
aragtirilmadigimi gostermektedir. Bu baglamda elde edilen bulgularin orijinal oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle, 4-
Aminocarbonylphenylboronic acid bilesigi daha diisiik bir ICso degerine sahip oldugu i¢in; daha detayli analizler ile
etkilerinin arastirilmasinin faydali olabilecegi ve bazi fonksiyonel gruplarin eklenerek veya gikarilarak modifiye
edilmesi gibi kimyasal diizenlemeler yapilarak ya da sisplatin gibi diger etkili bilesikler ile kombinasyon denemeleri
gerceklestirilerek daha diisiik konsantrasyonlarda daha etkili olabilecek kanser tedavi yaklasimlari sunulabilecegi
kanaatindeyiz.

Tesekkiir

Bu makale, yazarlar arasinda yer alan Nada Ahmed Khalaf Dulaimi’nin yiiksek lisans ¢aligmalarinda elde edilen
veriler ile Uretilmistir.
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