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OZET

Calismamizda bir polioksometalat tiirevi olan borotungstatin 1, 10, 25, 50, 100, 150
ve 200 uM konsantrasyonlarinin insan prostat kanseri hiicre dizisi (LNCaP) tizerindeki
morfolojik ve siotoksik etkileri arastirilmistir. Sitotoksik etki Notral Kirmizisi (NR) ve 3-
(4,5-Dimetiltriazol-2-i)-2,5 difeniltetrazolium bromid (MTT) testi kullanilarak
konsantrasyona ve zamana bagli olarak incelenmistir. Calismamizda borotungstat ile pozitif
kontrol olarak kullanilan S5-Fluorurasil (5-FU) konsantrasyonlari 1:1 oraninda kombine
kullanilarak hiicre ¢cogalmasi tizerindeki antogonistik ve sinerjistik etkileri arastirilmistir.
Son olarak hiicre Oliimiiniin apoptotik siire¢ ile gergeklesip gergeklesmedigi ELISA

yontemiyle arastirilmastir.

Borotungstatin hiicre morfolojisi tizerindeki etkilerinin 24 saatte 50, 48 saatte ise 25
UM konsantrasyonundan itibaren bagladigi gdzlenmistir. NR yontemine gore 1Cso degerleri
24 ve 48 saat igin sirasiyla 160 ve 27 uM; MTT yOntemine gore ise 115 ve 51 uM olarak
hesaplanmistir. 5-FU’1n denen konsantrasyonlarinda ise hem 24 hem de 48 saatte herhangi bir
ICso degeri belirlenememistir. Kombine olarak denenen konsantrasyonlarin 1Cso degerleri ise
24 saatte 68, 48 saatte ise 21 uM olarak hesaplanmistir. Yapilan deneylerde 24 saatte 100

uM, 48 saatte ise 50 uM konsantrasyonundan sonra sinerjistik etkinin basladigi1 gozlenmistir.

Hiicrelerdeki apoptotik ve nekrotik etki ise 50 ve 100 puM borotungstat
konsantrasyonlarinda arastirildiginda konsantrasyon artisia bagl olarak apoptotik etkinin

artt1ig1 gozlenirken herhangi bir nekrotik etki gozlenmemistir.

Sonug olarak borotungstatin farkli konsantrasyonlarimin LNCaP hiicre hatt1 iizerinde
hiicre morfolojisini degistirdigi, hiicre cogalmasin1 baskiladig: ilk kez gdzlenmistir. Ayrica
borotungstatin 5-FU ile birlikte kombine kullaniminin ise yiiksek konsantrasyonlarda hiicre
cogalmasi iizerinde sinerjistik etki olusturdugu ilk kez belirlenmistir. Son olarak hiicre

oliimii iizerindeki etkisinin apoptoz vasitastyla gerceklestirdigi de belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Borotungstat, polioksometalat, prostat kanseri, sitotoksisite,

apoptoz
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SUMMARY

In our study, the morphological and cytotoxic effects of 1, 10, 25, 50, 100, 150 and
200 uM concentrations of borotungstate on human prostate cancer cells (LNCaP) were
investigated. The cytotoxic effects on cell proliferation were investigated by dose and time
using Neutral Red (NR) and 3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5 diphenyltetrazolium bromide
(MTT) test. In addition, 5-Fluoruracil (5-FU), as the positive control, in combination with
borotungstate, were investigated for their antagonistic and synergistic effects on cell
proliferation. Finally, cell death was performed by apoptotic/necrotic process was
investigated by ELISA.

It was observed that the effects of borotungstate on cell morphology started to show
at 50 and 25 uM for 24 and 48 hours respectively. While NR method recorded ICsp values
of 160 and 27 uM for 24 and 48 hours respectively; that of MTT method were calculated as
115 and 51 uM. No ICsp value was determined for the 5-FU’s at both 24 and 48 hours. ICso
values of combined doses were calculated as 68 and 21 uM for two different time periods
The synergistic effects were observed first at 100 and 50 uM concentration for 24 and 48
hours respectively. In the cells, 50 and 100 uM borotungstate concentrations increased

apoptotic effects concentrations depended manner.

In conclusion, different doses of borotungstate were observed to cause changes in the
cell morphology of LNCaP and suppressed cell proliferation dose and time depended
manner. Furthermore, borotungstate in combination with 5-FU at high doses showed

synergistic effect. Cell death was effected by apoptosis.

Keywords: Borotungstate, Polyoxometalates, Prostate Cancer, Cytotoxicity, Apoptosis
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser, farkl etkenlerle genetik olarak degisiklige ugrayan hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde ¢ogalmasi olarak tanimlanmaktadir ( Yokus ve Cakir, 2012). Insanlik tarihi kadar
eski olan bu hastalik ile ilgili ilk kayitlara MO 3000 yilindan itibaren rastlanmaktadir.
Hastaligin tedavisi ile ilgili pek ¢cok asama kaydedilmis olmasma ragmen bazi kanser tiirleri
disinda hastaligin tedavisinde heniiz tam bir basar1 elde edilememistir. Bu nedenle
giinimiizde hala hastaligin etkili bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in arastirmalar devam

etmektedir (Baykara, 2016).

Prostat kanseri erkeklerde idrar kesesinin altinda yer alan ceviz biiyiikligiindeki
prostat dokusundaki hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmaya baslamasiyla olusan bir
hastaliktir. Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yaymlanan Globocan 2012
verilerine gore diinyada goriilme siklig1 en yiiksek ikinci kanser tiiriidiir. Prostat kanserinin
tedavisi i¢in cerrahi yontemler, radyoterapi ve kemoterapi kullanilsa da bu yontemler her
zaman tedavide etkili bir sonu¢ vermemektedir. Bu durum bilim insanlarini hastaligin
tedavisinde kullanilabilecek yeni yOntemlerin ve/veya ilaglarin arastirilmasma tesvik

etmektedir.

Yeni sentez edilen ve yapilarinda metal igeren kimyasal kompleksler in vitro
ortamlarda farkli kanser tiirlerinin ¢ogalmasi iizerindeki etkileri arastirilmis ve cogunun
gliclii sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir (Yildiz vd., 2017). Polioksometalatlar
(POMs), metal oksit tiirevleridir. Yapilan in vitro ¢alismalarda birgok POM tiirevinin

kanserli hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik etkinligi gosterilmistir (Menon vd., 2011).

Bor, dogada serbest halde bulunmayan, atom numarasi 5 olan metalle ametal aras1
yar1 iletken Ozelliklere sahip bir eser elementtir. Bor suda bor formunda bulunurken,
besinlerde borik asit formunda bulunur ve insanlar i¢in mikro besin elementidir (Demirtas,
2010). Bor elementi gastrointestinal sistemde igme suyu ve bitki kaynakli gidalardan
neredeyse tamamen emilir ve kanda borik asit olarak dolasir. Yapilan ¢aligsmalarda borik
asitin prostat kanseri hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini baskilayici etkisi oldugu gosterilmistir

(Barranco vd., 2006, Eckhert vd., 2004).



Calismamizda ilk olarak bir polioksometalat tiirevi olan ve yapisinda bor elementi
bulunan borotungstat maddesinin 1, 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 pM konsantrasyonlarinin
insan prostat kanseri (LNCaP) hiicre dizisi iizerindeki morfolojik etkileri belirlenmistir.
Daha sonra ¢alismamizda hiicre ¢ogalmasi iizerindeki sitotoksik etkileri Notral Kirmizisi
(NR) ve 3-(4,5-Dimetiltriazol-2-il)-2,5 difeniltetrazoliumbromid (MTT) testi kullanilarak
konsantrasyona ve zamana bagli olarak arastirilmistir. Borotungstat ile pozitif kontrol olarak
kullanilan 5-Fluourasil (5-FU) ayni1 konsantrasyonlarda kombine kullanilarak hiicre
cogalmasi lizerindeki antagonistik ve sinerjistik etkileri MTT yontemiyle arastirilmistir. Son
olarak borotungstatin 50 ve 100 puM konsantrasyonlarinin hiicre O6liimii tizerindeki

apoptotik/nekrotik etkileri ELISA yontemiyle belirlenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Prostat Kanseri

Prostat, erkeklerde idrar kesesinin altinda yer alan ceviz biiyiikliigiinde bir organdir.
Normal prostat 18 gr agirliginda, 3 cm uzunlugunda, 4 cm genisliginde ve 2 cm kalinliginda
olup igerisinden prostatikiiretra gegmektedir (Wein vd., 2014). Prostat 1968 yilinda McNeal
tarafindan Sekil 2.1°de goriildiigi iizere, transizyonel zon, periferal zon, santral zon ve 6n

fibromiiskiiler stroma olmak iizere dort bolgeye ayrilmistir (Selman, 2011).

Seminal vezikul
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Sekil 2.1. Prostat’in anatomisi ( CZ: Santral Zon, PZ: Periferal Zon, TZ: Transizyonel Zon)
(Palmeri vd., 2015).

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicrelerin malign biiylimesi sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Uluslararas1 Kanser Ajanst (IARC) tarafindan yaymlanan verilerine gére tim
diinyada akciger kanserinden sonra goriilme siklig1 en yiiksek ikinci kanser tiiriidiir
(Globocan, 2012). Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi Halk Sagligi Kurumu’ndan alinan
istatistiklere gore ise Tiirkiye’de erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser ¢esididir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Tim yas gruplarindaki erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri (Tiirkiye
Cumhuriyeti Saglik Bakanligi Halk Saghigi Kurumu, 2017).

Prostat kanserinin goriilme siklig1 erkeklerde yasa bagl olarak artmaktadir.
Erkeklerde 50 yasindan sonra risk artmakla birlikte teshis koyulan vakalarin yaklasik olarak
% 85’1 65 yasm tizerindedir (Gronberg, 2003).

Prostat kanserleri hiicre hatlar1 genel olarak 3 tiire ayrilmaktadir; LNCaP, PC3 ve
DU-145. LNCaP hiicre dizisi, insan prostat adenokarsinomudur, lenf nodu metastazi
yapmaktadir ve androjen bagimlidir. PC3 hiicre dizisi, insan prostat adenokarsinomudur ve
4. evre androjen bagimsizdir. DU-145 hiicre dizisi ise insan prostat karsinomudur, beyin

metastazi yapmaktadir ve hormon bagimsiz ¢ogalmaktadir (Avci vd., 2013)

Prostat dokusunda prostatitis ve Bening Prostat Hiperplazisi (BPH) gibi non-malign
hastaliklar da goriilebilir. BPH, prostat bezindeki stromal ve epitelyal elemanlarin asir1 biiyiiyerek
prostat hacminin artmasini ifade etmektedir (Sekil 2.3,Dénmez ve Mungan, 2011). BPH,
diinyada erkeklerde en ¢ok goriilen benign hastaliktir ve goriilme siklig1 (insidans) yasa bagli

olarak artmaktadir (Jedinak vd., 2015).



Sekil 2.3. Normal prostat ve bitylimiis prostat (BPH) (Anonim, 2018).

Avrupa ulusal kayit verilerine gore 50 yas tizerindeki erkeklerin % 62’sinde BPH
goriilmektedir. BPH goriilme orani yasa bagl olarak artmaktadir. 31-40 yas arasindaki
erkeklerin % 8’inde BPH bulgular1 gézlenirken, 51-60 yas arasindaki erkeklerin % 50°sinde,
61-70 yas arasindaki erkeklerin % 70’inde ve 81-90 yas arasindaki erkeklerin % 90’mda bu
bulgular goriilmiistiir (Acar, 2009).

2.2. Prostat Kanseri Risk Faktorleri

Prostat kanseri pek ¢ok farkli etken tarafindan tetiklenen bir hastaliktir. Yas ve aile
oykisti, ik, hormonal faktorler, beslenme, sigara ve alkol kullanimi gibi faktorlerin prostat

kanseri riskini arttirdig1 yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Hsing ve Chokkalingam, 2006).

2.2.1. Yas ve aile oyKkiisii

Prostat kanseri insidansi ilerleyen yasla birlikte katlanarak artar. Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’nde prostat kanseri teshisi konulan erkek hastalarin % 80’1 65 yas tistiidiir.
Cok sayida caligma birinci dereceden akrabalarinda prostat kanseri Oykiisii olan erkek
hastalarda hastalik riskinin yaklagik 3 kat arttigin1 gostermistir (Hsing ve Chokkalingam,
2006).
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Prostat kanseri gegisi ailesel olabilmektedir. Ailesel prostat kanseri; bir ailede birden
fazla prostat kanseri tanisi olmasini ifade etmektedir. Prostat kanseri vakalarn % 20’si
aileseldir. Ailesel prostat kanserinin temeli prostat kanserine yatkilik genlerinin kalitsal
olarak aktarilmasi olabilecegi gibi, ayn1 ¢cevresel faktorlere maruz kalma sonucu da olabilir.
Ailesel ve kalitsal prostat kanseri terimleri genetik yatkinlik sebebiyle prostat kanseri i¢in
yiiksek risk oldugunu ifade etmektedir fakat ayn1 anlama gelmemektedir. Kalitsal prostat
kanserinde otozomal dominant, X’e baglh veya otozomal resesif kalitsal aktarimin oldugu
ifade edilmektedir. Ailesel Prostat kanserinde ise Mendel kurallarma uygun kalitim olmasi
onemli degildir (Hsing ve Chokkalingam, 2006). Yapilan bir baska ¢alismada ise prostat
kanserinin % 42’sinin genetik faktorlerle agiklanabilecegi rapor edilmistir (Hsing ve

Chokkalingam, 2006).

2.2.2. Irk

Yapilan aragtirmalara gore Afro-Amerikalilar diinyadaki en yiiksek prostat kanseri
insidansima sahiptir. Cinli erkekler ise Afro-Amerikalilara gore yaklasik 60 kat daha diisiik
riske sahiptirler. Prostat kanserinin 5 yillik sag kalim orani siyahilerde % 62 iken beyazlarda

% 72 olarak belirlenmistir (Hsing ve Chokkalingam, 2006, Jemal vd., 2008).

2.2.3. Hormonal faktorler

Prostat dokusunun gelisimi, farklilagmas1 ve devamlilig1 i¢cin androjenlere ihtiyag
duydugu belirlenmistir. Androjenler, prostat {izerindeki bu etkilerini Androjen Reseptorleri
(AR) araciligiyla gerceklestirmektedirler (Cal ve Simsir, 2005). Erkek cinsel farklilagsmasi,
androjenlerin yoklugunda veya islevsel bir androjen reseptorii (AR) olmadan gerceklesemez.
Erkeklerde AR fonksiyonu kaybi, androjen duyarsizlik sendromu ile sonuclanir. Androjen
reseptorii, dstrojen reseptorii (ER), glukokortikoid reseptorii (GR), progesteron reseptorii
(PR) ve mineralokortikoid reseptor (MR) gibi reseptorlerin steroid hormon grubuna aittir.
AR, spesifik genlerin ifadesini kontrol eden bir ligand bagimli transkripsiyon faktoriidiir.
AR'nin kendi dogal ligandlarinin Sa-dihidrotestosteron (DHT) ve testosterona baglanmasi,
erkek cinsel gelisimini ve farklilasmasini baslatir. Androjenlerin ve AR'nin mevcut eylem
modeli sekil 2.4’te gosterilmistir. Testosteron gibi androjenler, 6n hipofiz bezi tarafindan

tiretilen luteinize edici hormonun (LH) regiilasyonu altinda dncelikle testislerdeki Leydig



hiicreleri tarafindan sentezlenir. LH salgisi, gonadotropin salgilatici hormon (GnRH)
tarafindan diizenlenir. Testosteron fiiretildikten sonra, ¢ogunlukla serum seks hormonu
baglayict globulin (SHBG) ve albiimine bagl olarak dolasir. Sadece serbest form prostat
hiicrelerine girer (Tan vd., 2014).

Testosterone (T)
A’ SHBG
Extraceliular 1

Nucleus

Sekil 2.4. Androjen Reseptorleri mekanizmasi (Tan vd., 2014).

Testosteron, 5a-rediiktaz enzimi tarafindan dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriildiigii
prostat epitelyal hiicrelerine yayilir. DHT, transkripsiyon faktorlerinin niikleer hormon
reseptoril ailesinin bir iiyesi olan AR'ye baglanir. Ligand baglanmasi lizerine, AR ¢ekirdege
translokasyon yapar, homodimerizasyona ugrar ve PSA gibi AR-hedef genlerinin
promotorleri i¢indeki androjen tepki elementlerine (ARE) baglanir. AR daha sonra
kofaktorleri toplar ve prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu, metabolizmasmi ve

hayatta kalmasini diizenleyen hedef genlerin transkripsiyonunu baglatir (Dadwal vd., 2018).

Androjen reseptorlerini kontrol eden proteinin X kromozomu iizerindeki AR geni
tarafindan kodlandig1 bulunmustur. Dihidrotestosteron’un (DHT) ise AR ile baglanarak
prostat hiicresi igerisinde DHT-AR kompleksi olusturdugu ve bu kompleksin DNA’daki



androjen yanit elemanma baglanarak DNA sentezini ve hiicre proliferasyonunu uyardigi

belirlenmistir (Cal ve Simsir, 2005).

Testosteron ve dihidrotestosteron hormonlarmin yoklugunda dokunun apoptoza
girdigi gorilmiistiir. Fakat prostat kanseri hiicrelerinin bazi adaptasyon mekanizmalar1
gelistirerek hizla yagamlarini devam ettirebildikleri de belirlenmistir. Bu durumun hiicrelerin
gecirmis olduklar1 genetik degisiklikler sonucunda androjenden bagimsiz olarak

cogalabilme 6zelligini kazanmalariyla gergeklestigi belirlenmistir (Cal ve Simsir, 2005).

Prostat kanseri ilerlemesi, hiicre ¢ogalmasi/6liimii arasindaki dengeye baghdir.
Prostat kanserinde proliferasyon hiz1 hiicre 6liim oranindan daha yiiksektir. Androjenler ve
AR bu oranin ana diizenleyicileridir. Prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesi, androjenik
uyarima baghdir. AR'nin prostat kanserindeki etkisi bu reseptore olan ilginin artmasina
neden olmustur. Yaklasik 70 yil 6nce, Charles Huggins orsiektomi (testislerin ¢ikarilmasi)
yapilan hastalardaki androjen yoksunlugunun prostat kanserinin gerilemesine neden
oldugunu gostermistir. Boylece DHT ve testosteron gibi androjen hormonlarmin bloke

edilmesi ile prostat kanserinin tedavi edilebilecegi belirlenmistir (Tan vd., 2014).

Laboratuvar ¢aligmalari, androjen hormonlardan biri olan testosteron uygulamasinin
sicanlarda prostat kanserine neden oldugunu ve androjenlerin hiicre proliferasyonunu tesvik
ettigini gostermistir. Bununla beraber ilging bir sekilde bugiine kadar yapilan farkli
calismalarda dolasimdaki androjen miktarinin prostat kanseri ile ilgisi arastirilmis ve sadece
bir caligmada yiiksek serum testosteron diizeyinin prostat kanseri riskini arttirdigi

gbzlenmistir (Hsing ve Chokkalingam, 2006).

Androjenden yoksun birakilarak yapilan tedavinin amaci prostat kanseri hiicrelerini
androjenden yoksun birakarak androjenlerin dolagimdaki miktarini 6nemli dl¢iide azaltmay1
hedeflemektedir (normal araligin %51 kadar azaltma). Bu islemde, testislerin cerrahi olarak
cikartilmas: (kastrasyon) veya kimyasal olarak, luteinizan hormon salgilatict hormon
agonistleri ya da flutamid, nilutamid ve bikalutamid gibi birinci jenerasyon antiandrojen

ilaclar1 kullanilarak AR'ye DHT baglanmasini bloke etmesi saglanir (Dadwal vd., 2018).
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Bununla birlikte, bu tip bir tedavinin etkisi gegicidir. Ciinkii hastalar genellikle artmis
AR ekspresyon seviyelerinden veya AR'nin antiandrojenlere karsi direngli olmasina neden
olan mutasyonlardan kaynaklanan kastrasyona direngli bir form gelistirdiklerinden hastalik
niikkseder ve hiicreler androjenden bagimsiz olarak ¢ogalma 6zelligi kazanirlar (Cal ve
Simgir, 2005). Hastalik siireci boyunca AR asir1 eksprese edilmeye devam etmektedir ve bu
asirt ekspresyon ileri evre androjen bagimsiz hastalarda bile gozlenmektedir. AR
yogunlugunun artmasiyla AR geninde de degisiklikler goriilmektedir. Bu degisiklikler
genellikle nokta mutasyonudur. AR sadece androjenler tarafindan aktive edilirken bu
mutasyonlar sonucunda artik farkli steroidler tarafindan da aktive edilebilir hale gelmektedir

(Gnanapragasam vd., 2000).

2.2.4. Beslenme

Calismalar, prostat kanseri ve beslenme arasinda bir iliski oldugunu gostermistir.
Baz1 diyet modellerinin, prostat kanseri riskini ve/veya ilerlemesini azalttigi konusunda
calismalar bulunmaktadir (Grosso vd., 2017, Ruiz ve Hernandez, 2014). Sebze, zeytinyagi,
kompleks karbonhidratlar, yagsiz et ve antioksidanlar bakimindan yiiksek olan akdeniz
diyetlerinin kardiyovaskiiler hastalik ve obezitenin dnlenmesi i¢in hastalara tavsiye edildigi
bilinmektedir. Bununla beraber bu beslenme tipinin prostat kanserinin énlenmesinde de
etkili oldugu gorilmiistir. Akdeniz diyetinde balik ve omega-3 yag asidi tiiketimi daha
diisiik prostat kanseri riskiyle iliskili bulunmustur. Ayrica metastatik olmayan prostat
kanseri tanist konulan hastalar akdeniz diyetine uygun beslendiginde hayatta kalma
olasihigmin arttig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte, kirmizi et, islenmis et, kizartilmis balik,
patates kizartmasi, yiiksek yagli siit ve beyaz ekmek gibi besinler igeren bat1 tipibeslenmenin
prostat kanseri igin yiiksek bir risk olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica soya ve yesil ¢ay bazli
fitokimyasallarin yliksek tiiketimine sahip olan Asya iilkelerinde prostat kanseri
insidansinin, bati tipi beslenen iilkelere kiyasla daha diisiik oldugu da goriilmiistiir (Lin,
2015, Ruiz ve Hernandez, 2014).

2.2.5. Sigara ve alkol kullanim

Sigara kullanimi tiim kanser tiirleriyle % 80 oraninda iliskilidir (Reiter ve deKernion,

2005). Yapilan gozlemsel bir grup caliymada, sigara kullanimmin prostat kanseri
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insidansindan ziyade yayilimu ile iliskili oldugunu gostermistir (Yang vd., 2015).Yapilan bir
diger grup calismasina gore ise yeni prostat kanseri teshisi koyulmus hastalarda tiitiin
kullaniminin prostat kanserinden 6liim oranini arttirdigi belirtilmistir (Wilson vd., 2016).
Bununla birlikte sigara dumaninin ise insan prostat kanseri (PC3) hiicre dizisi iizerinde hiicre
biiyiimesini ve VEGF sekresyonunu arttirdig1 belirtilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda bile
olsa diizenli olarak sigara dumanina maruz kalinmasmin kisi sigara kullanmasa da ileri evre

ve yiiksek dereceli prostat kanseri igin risk olusturdugu rapor edilmistir (Yang vd., 2015).

Asir1 alkol tiiketiminin prostat kanseri i¢in agir risk olusturdugu goriilmiistiir. Alkol
kullanimi yasa gore degisebildiginden, alkol kullanimmin prostat kanseri riskine etkisine
bakmak i¢in zamana bagli degerlendirmelere ihtiyag¢ duyuldugu belirtilmistir. Geriye doniik
calismalarin kisithliklarin1 gidermek icin agir alkol kullanicilar1 arasinda kantitatif

degerlendirme ile grup ¢aligmalarma ihtiyag¢ vardir (Dennis ve Hayes, 2001).

2.2.6. Glutatyon S-Transferaz P1 (GSTP1)

Cesitli sebepler ile olusan reaktif oksijen tiirleri lipit, protein ve DNA gibi 6nemli
hiicre bilesenlerine zarar verirler (Ma, 2010). Son ¢alismalar Glutatyon S-transferazlarin
cesitli kanser tiplerinin gelisimiyle iliskili oldugunu gostermistir (Wei vd., 2013).Glutatyon
S-Transferaz P1 (GSTP1) gen ailesi, hiicreleri oksidatif stresten korumak icin serbest
radikalleri inaktive eden enzimlerin salgilanmasini saglar (Sahin vd., 2017). GSTP1, prostat
dokusunda ¢ogunlukla bazal prostat epitelyumunda eksprese edilmektedir. GSTPL1'in prostat
kanserine yatkimlikta 6nemli bir rol oynadig1 disiiniilmektedir (Wei vd., 2013). Normal
prostat dokusundan aliman 6rneklerde GSTP1 ekspresyonu yiiksek seviyelerdeyken prostat
kanseri dokusundan almman 6rneklerde hipermetilasyona ugrayarak ekspresyonun azaldigi
goriilmiistiir. GSTP1’in hipermetilasyona ugrayarak ekspresyonunun azalmasimna prostat
kanserinde oldukga sik rastlanmaktadir (Sahin vd., 2017). GSTP1 fonksiyonunun erken
kaybinin, prostat karsinojenezinde rol oynayan oksidan ve heterosiklikamin karsinojenlere
kars1 daha fazla hassasiyete neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, GSTP1 genetik
polimorfizmine baglt GSTP1 fonksiyonundaki kalitsal farkliligin, prostat karsinogeneziyle
iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Wei vd., 2013). GSTP1 metilasyon seviyesi prostat
kanseri seviyesi ve prostat kanseri niiksii ile iliskilidir. Yapilan bir caligmada, prostat kanseri

dokusunda GSTP1 promotor metilasyonunun daha yiiksek olmasi yiiksek niiks riski ile
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iliskili bulunmustur. GSTP1 metilasyon seviyesindeki artis prostat kanserinin, BPH tan ayirt

edilmesini saglamaktadir (Maldonado vd., 2014).

2.3. Prostat Kanserinin Tanis1

Prostat kanseri tanis1 dijital rektal muayene (DRE), serum Prostat Spesifik Antijen
(PSA) konsantrasyonu ve biyopsi uygulamalari sonucunda konulur. Yapilan bir arastirmaya
gore bu testler igerisinde PSA 6l¢iimii diisiik hata oranma sahipken PSA 6l¢iimii ile rektal

muayenenin birlikte degerlendirilmesi en diisiik hata oranina sahiptir (Catalona, 1991).

2.3.1. Dijital rektal muayene (DRE)

Prostat bezinin biiyiikliigli ve sertligi hakkinda bilgi veren bir inceleme yontemidir.
Prostat kanseri varliginda prostat serttir ve boyutunda artis olusur. Fakat bu durum kansere
spesifik olmayip kanser tanisi i¢in daha ileri tetkiklere ihtiya¢ duyulmaktadir (Kirby ve
Madhavan, 2010; Loeb ve Catalona, 2007).

2.3.2. Prostat spesifik antijen (PSA)

Prostat spesifik antijen (PSA) 30kDa agirliginda, 237 amino asit ve bir karbonhidrat
zincirinden olusanproteazailesi {iyesi enzimdir.PSA, normal ve malign prostat epitel
hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir. Fakat patolojik kosullar altindamiktarinda olduk¢a
biiytik bir artig gozlenmektedir. Bu nedenle prostat kanserinin erken teshisinde PSA miktar1
sikliklabiyobelirteg olarak kullanilmaktadir. Ayrica prostat kanserinin tedaviye yanit verip
vermediginin belirlenmesinde genellikle PSA oranma bakilarak hastaligin tedavi siireci

kontrol edilmektedir (Tomao vd., 2014).

PSA malign prostat epitel hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda (>4.0ng/mL)
salgilanir. Yiksek PSA degeri yalnizca kanser olgularinda degil prostatit ve BPH
olgularinda da gozlenmektedir. Bu nedenle PSA miktarindaki artis her zaman prostat
kanserinin spesifik belirteci olarak degerlendirilemez. Bu sebeple prostat kanseri teshisi

ancak biyopsi ile konulabilmektedir. ABD ve Avrupa’da normal PSA degeri 4 ng/mL olarak
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kabul edilmekte ve bu degerin iizerinde degerlere sahip hastalar biyopsiye
yonlendirilmektedir (Zeliadt vd., 2011).

2.3.3. Biyopsi

Prostat kanseri kesin tanis1 ancak biyopsi ile konulabilmektedir. Igne biyopsisi
yontemiyle dokudan alinan parca histolojik incelemeye tabi tutularak teshis koyulmasina
yardimec1 olur. Rektal muayene sonuglarma gore biyopsi uygulamasina karar verme
konusunda kabul edilmis genel bir goriis varken, PSA degerine gore biyopsi uygulamasima

karar verme konusunda kabul edilmis genel bir deger bulunmamaktadir. (Unsal vd., 2006)

ABD’de 4 ng/mL PSA degeri hastalara biyopsi yapilabilmesi i¢in uygun
goriilmekteyken Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 (National Comprehensive Cancer Network-
NCCN)’na gore 2,5 ng/mL’nin iizerindeki hastalara prostat biyopsisi yapilmasi
onerilmektedir. Ulkemizde de bu deger 2,5 ng/mL olarak kabul edilmekte ve bu deger
tizerindeki hastalara genelde biyopsi uygulanmaktadir(Zeliadt vd., 2011, Bodakgi vd., 2012,
Ceylan vd., 2017).

2.4. Prostat Kanseri Tedavisi

Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi prostat kanserinde de hastaligin erken tanis1 biiyiik
Onem tasimaktadir. Prostat kanserinin tedavisine karar verilirken hastanin genel durumu,
hastaligin evresi ve biyolojik 6zelliklerinin g6z 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir. Tiim
bunlar bir arada degerlendirilerek hastalara en uygun tedavi yonteminin se¢ilmesine karar

verilir.

Brakiterapi prostat kanseri tedavisinde kullanilan bir radyoterapi tiiriidiir. Radyasyon
kaynaginin tiimoriin i¢ine veya yakinina yerlestirilmesiyle uygulanan bir tedavi yontemidir.
Eski bir tedavi yontemi olmasina ragmen, heniiz uzun siireli ¢aligmalar yayinlanmamistir
(Yimaz ve Unsal, 2013). Radyoterapi yontemlerindeki gelismelerle birlikte yapilan bazi
caligmalarda prostat kanserli hastalarda hormonal tedavi ile birlikte uygulanan

radyoterapinin daha iyi sonuglar verdigi goriilmiistiir. (Nomiya vd., 2013)
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En sik uygulanan tedavi yontemlerinden biri androjen baskilama tedavisidir (ADT).
Androjen bagiml tiimorler baslangigta yliksek androjen seviyelerinden kaynaklandig i¢in
androjenlerin baskilanmasiyla tedavi edilebilmektedir. Daha Onceleri hastaligin tedavisinde
tedavi yontemi olarak loprolid (Lupron), goserelin (Zoladex), buserelinvenafarelin gibi
liteinlestirici hormon-salict hormon (LHRH) agonistleri kullanilmistir. Bu agonistler kabaca
serumdaki testeron seviyesini diislirmeyi amaglar. Yapilan calismalarda LHRH agonistleri
kullaninminin hastalarda % 70-80 arasinda tiimor biliylimesini azalttig1 bulunmustur. Ancak
LHRH agonistleri kullaniminin ates basmasi, cinsel islev bozuklugu gibi yan etkilere neden
oldugu saptanmistir. Fakat ABD basta olmak {izere bir¢ok iilkede bu tedavi yontemi aktif

olarak kullanilmaktadir (Denmeade ve Isaacs, 2002).

Bir diger ADT yontemi ise androjen bloke edici steroid ajanlardir. Siproteron asetat
gibi steroid ajanlar libido ve cinsel islevlerde azalma, karaciger hiperplazisi gibi yan etkilere
neden olmaktadir. Flutamid, nilutamid, bikalutamid gibi steroid olmayan ajanlar ise bu tiir
yan etkilere neden olmazken serumda testosteron artisina neden olmaktadir. Bu anti-
androjenlerle LHRH agonistlerinin kombine kullanimmnin ise yan etkileri azalttigi

gbzlenmistir (Denmeade ve Isaacs, 2002).

Hastaligin ilerleyen evrelerinde kanser hiicreleri hormonlardan bagimsiz olarak
biiyiimeye devam ederek hormon direngli hale geldigi gdzlenmistir. Prostat kanseri hormon
direngli hale gelen hastalarda kemoterapi uygulamalar1 yapilmaktadir. Fakat bununla birlikte
hastaligin  ilerlemesini  Onlemek amaciyla hormon tedavisiyle birlikte de
uygulanabilmektedir (Gleave ve Kelly, 2005). Yapilan g¢alismalarda hastaligin erken
evrelerinde kemoterapiye baslanmasinin sag kalimi arttirdigi gézlenmistir (Akinsal ve
Sofikerim, 2010). Kemoterapotik ilaglar adjuvan ve neoadjuvan tedaviler i¢in
kullanilabilmektedir. Yapilan calismalarda kemoterapinin hastaligin seyri ve tedavisi
iizerinde basarili sonuglar gosterdigi gozlense de yapilan ¢alisma sayilarmin yetersizligi
nedeniyle deneysel tedaviden 6teye gecememektedir. Daha fazla hasta sayili ve uzun soluklu

arastirmalar bu tedavinin 6niinii agacaktir (Gleave ve Kelly, 2005).

Kemoterapide kullanilan ilaglardan biri olan dosetakselin siddetli derecede sag
dokiilmesine neden oldugu belirtilmektedir. Bunun yaninda en 6nemli yan etkisi ise kemik

iligi lizerine etki etmesi oldugu belirtilmistir. Yan etkilerinin siddetine gore verilen
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konsantrasyonun azaltilmasi veya tedaviye ara verilmesi gerekebilmektedir (Akmsal ve
Sofikerim, 2010).

Estramustin kemoterapotik ajan olarak kullanilan bir diger ilagtir. Oral yolla alindig1
icin diger ilaglara gore daha avantajlidir. En ¢ok gozlenen yan etkileri gastrointestinal ve
kardiyovaskiiler toksisitelerdir. Bazi diger kemoterapotik ajanlarla sinerjistik etki
olusturdugundan genelde kombine tedavilerde tercih edilmektedir (Akisal ve Sofikerim,

2010).

Siklikla  kullanilan  bir  diger ilag ise sisplatindir.  Sisplatin  (cis-
diamindikloroplatinum, CDDP) DNA c¢ift zincirlerinin arasina ve zincir i¢ine ¢apraz baglanir
(Sekil 2.5). Kanser hiicrelerinde DNA’nimn replikasyon ve transkripsiyonunu bozarak etki
eder. En 6nemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Bazi hastalarda tek doz sisplatin sonrasinda akut

bobrek yetmezligi olustugu gozlenmistir (Erkurt vd., 2009).

H,N Cl
\Pt/
7

H,N Cl

Sekil 2.5. Sisplatin kimyasal yapis1 (Erkurt vd., 2009).

Bizim de arastirmamizda kullanmig oldugumuz 5-Fluorouracil (5-FU) ise prostat
malignitelerin kemoterapisinde kullanilan sitotoksik bir ajandir (Sekil 2.6). Niikleozit
metabolizmasina miidahale eden genis spektrumlu bir molekiildir. DNA ve RNA’ya
baglanarak timidilatsentaz inhibitorii olarak goérev yapar ve apoptozu baslatir. Siklikla
kullanilmasmma ragmen hizli metabolizmasindan dolay1r yar1 6mrii kisadir ve genis
spektrumlu olmasindan dolay1 genis bir in vivo dagihim sergiler (Bijnsdorp vd., 2010).
Sitotoksik  etkisini  gosterebilmesi  i¢gin  bir  monofosfat ~ formu  olan
florodeoksiiiridinmonofosfat (FAUMP)’a aktive edilmelidir. FAUMP kararli bir {iglii
kompleksolusturarak timidilatsentazin giiglii ters inhibitorii olarak etki gosterir. 5-FU,
trifosfat formlar1 (floroiiridintrifosfat (FUTP) ve florodeoksiiiridintrifosfat (FAUTP))
araciligryla RNA ve DNA ile etkileserek etki eder (EI-Hammadi vd., 2016).



15

Sekil 2.6. 5-Fluorouracil kimyasal yapisi (Avci ve Tungbilek, 2017).

2.5. Bor

Bor, atom numarast 5, atom agirhigr 10,8 gram, erime noktast 2300 °C olan bir
elementtir. Metalle ametal arasi olan yar1 iletken 6zelliklere sahiptir. Dogada serbest halde
bulunmaz. Genelde diger elementlerle borik asit formunda bulunmaktadir. Oksijenle bag
yapmaya yatkin oldugu i¢in dogada pek ¢ok bor-oksijen bilesigi bulunmaktadir (Demirtas,
2010).

Tiirkiye diinya bor rezervinin yaklasik % 72’sine sahiptir. Sahip oldugu bor
cevherlerinin kalitesi ile de diinyanin 6nde gelen iilkelerindendir (Demirtag, 2010).
Tirkiye’deki bor rezervlerinin ¢ogunlugu iilkemizin bat1 kesimlerinde yer almaktadir.

Eskisehir, Bursa, Balikesir’de bor madenlerinin oldugu bilinmektedir (Y1lmaz, 2002).

2.5.1. Bor’un Kullanim Alanlan

Bor sanayi sektoriinde yaklagik 300 farkli iiriinde kullanilmaktadir (Demirtas, 2010).
Bor, ingaat, tarim, tekstil gibi sektorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda borun insan saglig1 icin dnemi de anlasilmistir. Saglik alaninda kanser,
kemik erimesi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi yoniinde farkli aragtirmalar
yapilmaktadir (Yakinc1 ve Kok, 2016).

2.5.1.1. insaat alaninda kullaninm

Bor iirlinleri ingaat sektoriinde c¢ati kaplama malzemeleri, seliillozik yalitim

malzemeleri ve ¢imento katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Gazete kagitlar1 ve pamuk
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gibiatiklarin borik asit veya borik asit ve boraks karigimi gibi malzemelerle muamele
edilmesiyle elde edilen seliilozik yalitim malzemeleri ABD ve iskandinav iilkelerinde
siklikla kullanilmaktadir (Yakimci1 ve Kok, 2016).

2.5.1.2. Tarim alaninda kullanimi

Bor, bitki beslenmesinde dnemli bir mikro besin elementidir. Bitkiler tarafindan
topraktan ya da yer alt1 sularindan emilen borun ¢ogunlugu hiicre duvarinda birikerek
devamliliginisaglar. Niikleik asit sentezi ve dolayisiyla da protein sentezi i¢in oldukca
onemlidir. Borun az oldugu ortamlarda bitkilerin kok gelisiminde, cicek ve meyve
olusumunda yavaslama ve gerileme oldugu goriilmektedir. Normalin iizerinde bor
beslenmesi olan bitkilerde ise toksik etki gdstermektedir. Ayrica bor bakimindan fazla

beslenen bitlilerde solunum siddetinin arttig1 goriilmektedir (Uygan ve Cetin, 2004).
2.5.1.3. Tekstil alaninda kullanimi

Bor, yanmay1 geciktirici 6zelliginden dolay1 cam elyaf halinde tekstil sektoriinde
kullanilmaktadir. Bunun yani sira kumas boyalarinda kullanildig1 gibi kumaslarda agartici

olarak da kullanilabilmektedir (Yakinci ve Kok, 2016).

2.5.1.4. Cam endiistrisinde kullanimm

Tim diinyada bor kullaniminin %42’si cam endiistrisindedir. Boro silikat camlar,
tekstil cam elyafi ve yalitim cam elyafi cam endiistrisinde bor bilesiklerinin ana kullanim
yeridir. Bor oksit, susuz boraks, borik asit gibi bor bilesikleri halinde veya boraks ya da
kolemanit gibi mineraller seklinde cama katilmaktadir. Bor genlesmeyi diisiirdiigii i¢in 1s1l
soklara dayanikhilig: arttirmaktadir. Ozelikle cam elyafi, elektrik, tarim, gida, tasimacilik,
endiistriyel uygulamalar gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Yakimci ve Kok, 2016).

2.5.1.5. Metaliirji alaninda kullanimm

Bor, erime sicakligini diisiirme, celigi sertlestirme ve firin tuglalarinin asmmasini

azaltma gibi ozelliklerinden dolayr metaliirji sanayinde siklikla kullanilmaktadir. Ayrica
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kaplama sanayinde kullanilan elektrolitlerin olusturulmasi ve lehimleme islemlerinde de

tercih edilmektedir (Yakinci ve Kok, 2016).

2.5.1.6. Saghk alaninda kullanimi

Bor insan viicuduna agiz ve solunum yolu ile girebilir. Borun canlilara gegmesi ise
pek c¢ok sekillerde olabilir. Canlilar, sudaki bor mineralleriyle temas ederek, bor
yataklarindan zengin havzalardaki yeralt1 ve yeriistii sularin1 igerek ya da kullanarak, bor

yogunluklar1 yiiksek yiyecek ve icecekleri tiikketerek alabilmektedirler (Demirtas, 2010).

ABD ve Avrupa’da yapilan arastirmalara gore insanlar bir 6glin yemekte ortalama 1-
2 mg bor almaktadirlar. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) yetiskin saglikli bir insanin beslenme
yoluyla giinde 1-13 mg bor alabilecegini belirtmistir. Bor insan sagligi i¢in toksik bir mineral
degildir. Ornegin yapilan ¢alismalarda 88,8 gram bor alimmin bileinsan saghg: agismdan
ciddi bir hasara neden olmadigi belirlenmistir. Fakat literatiirde kisa siirede ¢ok yiiksek
miktarda bor alimi veya tozuna maruz kalmmasi sonunda kusma, ishal, bas donmesi,
titremeler gibi zehirlenme belirtilerinin gézlendigi goriilmiistiir. Bazi1 vakalarda ise deride
dokiintii, karaciger, bobrek ve merkezi sinir sisteminde bozukluklar ortaya ciktigi rapor

edilmistir (Demirtas, 2010).

Yapilan farmakokinetik arastirmalarda borun gastrointestinal sistemden genelde
borik asit olarak hizlica ve yaklasik olarak tamaminin (>%90) emildigi kanitlanmistir
(Jensen vd., 1984). Cocuklar, yetiskinler ve deney hayvanlari tizerinde yapilan ¢aligmalarda
ise hasar gormemis deri ilizerinden bor alimmin olmadigi rapor edilmistir (Friis-Hansen,

1982).

Besinler ve igme sulartyla bor alimmin normal bir sonucu olarak insan dokularinda
ve viicut stvilarinda bor bulunabilmektedir. Borun kemiklerde birikmeyaptig1 gdzlenmistir.
Ayrica kas, kalp, akciger ve bagirsakta da az miktarda da olsa bor bulundugu belirtilmistir.
ABD Cevre Koruma Ajansi (USEPA) ve WHO standartlarina gore, igme ve kullanma
sularmdaki smir degeri 0,3 mg/L olarak belirtilmistir. Fakat ETI Maden Isletmeleri Genel
Midiirligii ARGE Daire Baskanligi, Cevre Miidiirliigii tarafindan bor {iretim alaninda

uzman tip bilim adamlarina yaptirilan bilimsel arastirmalarda igme sularmdaki 1 mg/L
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seviyesindeki degerlerin toksik olmadigi gozlenmistir. Arastirmalara gore diisiik
konsantrasyonlarda bor ve bor bilesikleri toksik olmayip, 6zellikle borik asit ve sodyum
boratlar antiseptik 6zelliklere sahiptir (Demirtas, 2010).

Boratlar diisiik konsantrasyonlarda emilimleri sirasinda mukozal yiizeylerde ve
fizyolojik pH derecesinde borik aside doniistiirilmektedir. Borik asidin farkli biyolojik
molekiiller ile kompleksler olusturabilecegi de rapor edilmistir. Bu konuda yapilan
calismalar borik asidin hidroksil, amino ve tiyol gruplarma kars1 ilgisi oldugunu ortaya

koymaktadir (USEPA, 2004).

Yapilan bir ¢alismada sicanlar Oncelikle tarim ilaci olarak siklikla kullanilan ve
viicutta oksidatif stres olusturan malatyon (malathione) toksisitesine maruz birakilmistir.
Daha sonra sigcanlar bora maruz birakildiginda bobrek, karaciger ve beyin dokular1 ile kanda
glutatyon diizeyini, siiperoksitdismutaz ve katalaz aktivitesini arttirdigi goézlenmistir.
Boylece borun oksidatif stresi azalttigi ve doku hasarini 6nleyebilecegi rapor edilmistir

(Yarat, 2017).

Borun yara iyilesmesinde olumlu etkileri oldugu da c¢esitli c¢alismalarda
gosterilmistir. Yapilan bir calismada bazi borbilesiklerinin siganlarda ikinci derece yanik
yaralarinin iyilesmesini sagladigi belirtilmistir. Ayrica ayni ¢alismada borun bakteri, maya
ve mantarlara kars1 antimikrobiyal bir etki gosterdigi de rapor edilmistir (Kuru ve Yarat,

2017).

Yapilan arastirmalara gére borun viicuttaki kalsitonin, 17 estradiol, triidothyronin,
25- hidroksikolekalsiferol ve testosteron gibi bazi hormonlarin diizeyinde degisiklik yaptigi
bildirilmistir. Ostrojen, post menopozal donemdeki kadinlarda estradiol konsantrasyonunu
arttirmaktadir. Yapilan bir caligmaya gore bu donemdeki kadinlarda borun az alinmasinin
bu doniisiimiin baskilanmasina neden oldugu bildirilmistir. Ayni1 ¢alismaya gore
postmenopozal dénem kadinlarda ve 45 yas lstii erkeklerde beslenmeyle yetersiz bor
alinmas1 sonucunda serum kalsitriol diizeyinde azalma oldugu rapor edilmistir (Gezmen-

Karadag ve Tiirkozii, 2014).
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Yapilan ¢aligmalarda borun, tiroid hormonunun aktivasyonuna ve metabolizmasina
da etki ettigi belirtilmistir. Tiroid hormonunun reseptorleri ve hiicre membranini uyararak

bu etkiyi yaptig1 rapor edilmistir (Gezmen-Karadag ve Tiirkozi, 2014).

Yapilan c¢aligmalar borun kanser hastaligi tizerinde de etkili oldugunu ispat
etmektedir. Yapilan bir c¢alismada borik asitin insan prostat kanserinde hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi belirtilmistir (Eckhert ve Barranco, 2004). Yine yapilan farkli
bir ¢aligmada borik asitin prostat kanseri hiicreleri iizerinde morfolojik etkileri oldugu
gosterilmistir (Eckhert ve Barranco, 2006). Bir diger calismada ise borun farkli bilesiklerinin
( borik asit, boraks pentahidrat, disodyumpentaboratdekahidrat) serviks kanseri hiicre
dizilerinden biri olan HeLa hiicreleri ile kontamine edilen insan amniyotikepitelyal hiicre
dizisinde (CCL 62) hiicre proliferasyonunu baskiladig: belirtilmistir (Kahraman vd., 2013).
Farkli bir ¢aligmada ise tungsten borid nanopartikiillerinin (WB ve W2B karigimi)insan
alveolar epitel hiicreleri (HPAEpiC) iizerinde hiicre cogalmasini baskilayici etkileri oldugu
bildirilmistir (Tiirkez vd., 2017).

2.6. Polioksometalatlar

Polioksometalatlar (POM), gecis metalleri ve oksijen atomlarindan olusan negatif
yiiklii kiimelerdir ve yapisi iki asirdan fazla siiredir bilinmektedir (Wenxiu vd., 2011;Song
ve Tsunashima, 2012). Boyut, sekil, polarite, yiizey yiik dagilimi ve redoks potansiyeli
bakimindan cesitlilikleri nedeniyle hedef makromolekiillerle kolayca etkilesebilmekte ve
baglanabilmektedirler(Shah vd., 2014). POM'larin ¢ok cesitli dinamik molekiiler yap1
gostermesi, gesitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle genis uygulama
alanlarma sahiptir. Dolayisiyla arastirmacilar, 6zellikle yiizey, elektronik, enerji, cevre,
yasam bilimleri ve gilinliik hayatimizla yakindan iligkili gelismekte olan alanlara dikkat
cekerek, POM tabanli molekiiler ve kompozit materyaller {izerinde ¢aligmalar

yapmaktadirlar (Song ve Tsunashima, 2012).

Sentezlenen farkli POM’larin 6zellikle metal iyonlariyla baglant1 yaptigi
bilinmektedir. Ozellikle bu tip POM’larin kanser hiicre dizileri {izerindeki sitotoksisiteleri
arastirildiginda 6zellikle Molibden (Mo) veya Tungsten (W) igerdigi belirlenmistir (\Wenxiu

vd., 2011). Yapilan galismalarda POM'larin pankreas kanseri, 16semi, hepatoselliiler
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karsinom, kolon karsinomasi, yumurtalik kanseri, mide kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerini

tedavi etme potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir (Shah vd., 2014).

Farkli bir ¢alismada ise POM'larin antitiimor aktivitesinin insan kolorektal kanser
(HT?29) hiicre dizisinde, siklofosfamid ve 5-FU gibi klinik uygulamalarda kullanilan klasik
antitimor ilaglarin aktivitesine benzedigi ancak toksisitenin 5-FU’den ¢ok daha diisiik
oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte, potansiyel terapétik faydalarina ragmen, POM temelli
hibrid ilag 6rnekleri ¢ok nadirdir. Bu nedenle daha uzun siireli ve detayli caligmalara ihtiyag

duyulmaktadir (Fu vd., 2015).

2.7. Borotungstat

Borotungstat, (K16[Ni(H20)6]2[BW12040]4.48H20) Kiitahya ~ Dumlupinar
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii’nde yeni sentez edilmis bir POM
tirevidir.. Madde, oda sicakliginda sentezlenmis ve X-ismi tek kristal diferaksiyonlari,
element analizleri, IR spektrumlar1 ve termogravimetrik analizleri yapilarak karakterize

edilmistir. Molekiiliin ti¢ boyutlu yapis1 Sekil 2.7’de gosterilmistir (Olgun vd., 2017).

Sekil 2.7 Borotungstat maddesinin kimyasal yapis1 (Olgun vd., 2017).
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Borotungstatin herhangi bir kanser hiicre dizisi lizerindeki olas1 sitotoksik etkileri
arastirilmamistir. Bu amagla calismamizda prostat kanseri (LNCaP) hiicre dizisi tizerindeki
borotungstatin farkli konsantrasyonlarmin ilk olarak morfolojik daha sonra sitotoksik
aktivitesi iki farkli sitotoksisite tayini yontemi kullanilarak konsantrasyona ve zamana bagli
olarak aragtirtlmigtir. Kullanilan hiicre dizisi prostat kanserinin androjen bagimli
adenokarsinoma tiirii igerisinde yer almaktadir. Daha sonra ise prostat kanserinin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan 5-FU ile birlikte kombine verilmesi durumunda prostat kanseri
hiicrelerinin ¢cogalmasi tizerindeki antagonistik/sinerjistik etkileri incelenmistir. Ardindan
borotungstatin iki farkli konsantrasyonunun hiicre dizisi tizerindeki apoptotik ve nekrotik

etkileri arastirilmigtir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi ve Cogaltilmasi

Deneylerde Amerikan Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) satin alinarak, -196°C’de
dondurularak saklanan insan prostat kanseri (LNCaP; CRL1740™) hiicre dizisi
kullanilmistir. Hiicreler steril kabin ig¢ine alindiktan sonra oda sicakliginda ¢6ziilmiis ve daha
sonra 15 ml’lik falkon tiiplere aktarilmis ve lizerine % 10 Fetal Dana Serumu (FBS, Sigma-
Aldrich), % 1 penisilin-streptomisin ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich) ve Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM, Sigma-Aldrich) iceren 10 mL besi ortamu ilave edilmistir. Daha
sonra +10°C, 5 dakika, 1200 devir/dakikasantrifiij edilmis ve siipernatant atilarak hiicrelerin
bulundugu pellet%10 Fetal Dana Serumu (FBS), % 1 penisilin-streptomisin ¢6zeltisi ve
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) besi ortamu iceren 25 cm?’lik kiiltiir
kaplarina aktarilmistir. Hiicrelerin biiyiimesi ve ¢ogalmasi i¢in kiiltiir kaplar1 37°C’de, % 5

CO2ve % 100 nem igeren karbondioksitli inkiibatore (Thermo) kaldirilmistir.

Hiicreler iki giinde bir 10 mL taze besi ortamu ile beslenerek ¢ogalmalar: ters 1s1k
mikroskobunda (Nikon Eclipse, TC100) g6zlenmistir. Hiicreler %70-80 oraninda yogunluga
ulastiginda pasajlanarak 75 cm?’lik kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Hiicrelerin besi ortamu iki
giinde bir degistirilmis ve haftada bir kez pasajlanmistir. Bu sayede hiicrelerin devamliligi

saglanmustir.

3.2. Hiicrelerin Deneye Alinmasi

Deneye almacak hiicreler 3 mL’lik % 0,25’lik Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich)
soliisyonu ile 5 dakika boyunca muamele edilmistir. Muamele siiresi sonunda mikroskop
altinda kontrol edilen hiicreler tabandan ayrildiktan sonra i¢inde 9 mL besi yeri bulunan
santrifiij tiipline aktarilmis,+10°C, 5 dakika, 1200 devir/dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda siipernatant atilarak hiicre pelleti 2 mL besi yeri icerisinde pipet yardimiyla
homojenize edilmistir. Daha sonra hiicre sayimi i¢in Tripan Mavisi Boyasi (Sigma-Aldrich)
kullanilmistir. Bu boyama ydntemi canli hiicreler ile 6lii hiicreleri birbirinden ayiran bir

yontemdir. Olii hiicreler Tripan Mavisi Boyasini hiicre zar biitiinliigii bozuldugu i¢in iglerine
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alirken, canli hiicreler hiicre zar1 saglam oldugu i¢in hiicre i¢ine almazlar (Uliasz ve Hewett,
2000). Bu sayede canli/6lii hiicre orani belirlenebilir. Canli hiicre sayisini belirlemek igin 0,5
uL Tripan mavisi boyasi, 0,3 uL. Hank’sBalanced Salt Solution (HBSS, Sigma-Aldrich) ve
0,2 pL hiicre siispansiyonu bulunan karigim 5 dakika karanlik ortamda bekletilmis ve 10 pL.

alinarak hiicre sayim cihazinda (Cedex XS, Innovatis) sayilmistir.

3.3. Hiicrelerin Ekimi

Hiicreler hiicre sayim cihazinda sayildiktan sonra 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma, 100
uL igerisinde her bir kuyucukta 1x10* canli hiicre olacak sekildeekim yapilmistir. Ekim
yapilan kiiltiir kaplar1 37 °C’de, % 5 CO2 ve %1 00 nem igeren karbondioksitliinkiibatorde
24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

3.4. Borotungstat ve Pozitif Kontrol Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan Borotungstat maddesi Kiitahya Dumlupmar Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii’nde sentez edilmistir. Borotungstat 5 mL distile su
icerisinde c¢ozlilerek 10 mM’hik ana stok soliisyonu hazirlanmistir. Deneylerde
Borotungstat’in ana stok soliisyonundan DMEM igerisinde seyreltilmesi ile hazirlanan 1, 10,
25, 50, 100, 150 ve 200 uM’lik konsantrasyonlari kullanilmustir (Cizelge 3.1). Negatif
kontrol grubu olarak ise herhangi bir konsantrasyon igermeyen sadece besi ortami igeren

gruplar secilmistir.

Calismada pozitif kontrol olarak 5-Fluorurasil (5-FU, Sigma- Aldrich) kullanilmustir.
Toz halde ticari olarak satin aliman 5-FU, Dimetil Siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢6ziilerek 10
mM’lik ana stok soliisyon hazirlanmistir. Deneylerde ana stok solisyondan DMEM
kullanilarak seyreltilen 1, 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 uM’lik 5-FU dozlar1 kullanilmistir.
(Cizelge 3.1). Calismada 200 uM’lik 5-FU dozu i¢inde bulunan DMSO’in hiicre canlilig
tizerindeki etkisini belirlemek i¢in ¢oziicii kontrol grubu da denenmistir. Negatif kontrol

grubu olarak ise herhangi bir doz icermeyen sadece besi ortami igeren gruplar secilmistir.
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Cizelge 3.1. Deneyde uygulanan madde dozlar1.

Kontrol grubu: Sadece besi ortami Kontrol grubu: Sadece besi ortami

Borotungstat 1 uM konsantrasyon grubu 5-FU 1 uM doz grubu

Borotungstat 10 uM konsantrasyon grubu 5-FU 10 uM doz grubu

Borotungstat 25 uM konsantrasyon grubu 5-FU 25 uM doz grubu

Borotungstat 50 uM konsantrasyon grubu 5-FU 50 uM doz grubu

5-FU 100 uM doz grubu
Borotungstat 100 uM konsantrasyon grubu H J

5-FU 150 uM doz grubu

Borotungstat150 uM konsantrasyon grubu 5-FU 200 uM doz grubu

Borotungstat 200 uM konsantrasyon grubu 5-FU 200 uM DMSO doz grubu

24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda borotungstat ve 5-FU dozlar1 her bir
kuyucuga 100 pL hacim igerisinde ilave edilmistir. Calismada 24 ve 48 saat siire ile denenen
dozlarm hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri arastirilmistir. Her bir doz i¢in en az 8 kuyucuk

kullanilacak sekilde deney planlanmistir.

3.5. Hiicrelerin Morfolojik Olarak incelenmesi

Calismamizda borotungstat konsantrasyonlarmm LNCaP hiicre morfolojisi
tizerindeki konsantrasyona ve zamana baglh etkilerini belirlemek amaci ile 96 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina 100 pL besi ortami igerisinde 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim
yapilmis ve 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda borotungstat
konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatlik hiicre morfolojisi iizerindeki etkileri ters 1s1k
mikroskobu ile incelenmistir. Gozlenen hiicresel degisiklikler ise “Kameram 217

programiyla goriintiilenmistir.

3.6. Hiicre Cogalmasimin Lizozomal Aktiviteye Bagh Olarak Belirlenmesi

Borotungstat konsantrasyonlarinin hiicre gogalmasi ilizerindeki lizozomal etkisini
tespit etmek i¢in lizozomal aktiviteye bagli 3-amino-7-dimetil-2-metilphenazin hidroklorid
(Notral Kirmizisi) testi kullanilmistir. Notral kirmizist (NR, Sigma-Aldrich), canli hiicrelerin

lizozomunda biriken, suda ¢oziinen ve kolorimetrik hiicre canliligini belirlemede kullanilan
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katyonik bir boyadir. (Borenfreund and Puerner, 1984; Popiolkiewicz, et al., 2005;
Weyermann, et al., 2005). Boyanin hiicre i¢ine alinimi endositozla gerceklesir (Putnam, et
al., 2002). Hiicrelerin lizozomal membranlarinda olusan hasar sonucunda boyanin hiicre
icine almmasi1 giiclesir. Dolayisiyla lizozomal membranlari hasara ugrayan hiicreler

endositoz yapamaz ve saglikli hiicrelerle 6lii hiicreler birbirinden ayrilmis olur.

Arastirmamizda LNCaP hiicreleri iizerinde borotungstat konsantrasyonlarmin
konsantrasyona ve zamana bagh etkilerini belirlemek amaci ile 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarma 100 pL besi ortan icerisinde 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmis
ve 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodu sonunda borotungstat
konsantrasyonlar1 kuyucuklara eklenmistir. Kiiltiir kaplar1 24. ve 48. saatin sonunda
inkiibatorden ¢ikarilarakkuyuculardaki besi ortami uzaklastirilmis ve her bir kuyucuk 100
puL Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS, Sigma-Aldrich) ile yikanmistir. Ardindan tiim
kuyucuklara 1:100 oraninda DMEM ile ¢oziilerek hazirlanmis 100 pL. Notral Kirmizisi
eklenerek 37 °C’de 3 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklardaki boya
uzaklastirilarak 100 uL PBS ile yikanmis ve ardindan 1 mL formaldehit:1 mL kalsiyum
kloriirden olusanfiksatif soliisyonueklenerek oda sicakliginda ve karanlik ortamda 5 dakika
bekletilmistir. Stire sonunda kuyucuklardaki fiksatif soliisyonu uzaklastirilarak 1 mL asetik
asit:99 mL %50’lik etanol ilehazirlanan okutma soliisyonundan 100 pL tiim kuyucuklara
eklenerek oda sicakliginda ve karanlik ortamda 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra kiiltiir
kaplar1 ELISA okuyucuda (BioTek, Powerwave XS) soliisyonun homojen hale gelmesi i¢in
1 dakika ¢alkalanmis ve 540 nm dalga boyunda okunmustur (Komissarova, et al., 2005).

Deneyler 3 kez tekrar edilmistir. Elde edilen veriler Statistics Program for Social and
Science Version 23 (SPSS) programinda, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan
Tukey’in ¢ok yoOnlii karsilastirma yOntemiyle istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir. SPSS analizinden hesaplanan sonuglar
kullanilarak kontrolle kiyaslandiginda hiicrelerin % 50 oraninda Oliimiine neden olan
konsantrasyon hesaplanarak 1Cso degeri olarak belirlenmistir. Ayrica grafiklerin
hazirlanmasinda ise Microsoft Excel (Office, 2016) programu kullanilmistir. Istatistiksel

anlamliliklar ¢izilen grafiklerde uygun isaretler (*) ile gosterilmistir.
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3.7. Hiicre Cogalmasimin Mitokondriyal Aktiviteye Bagh Olarak Belirlenmesi

Borotungstat ve 5-FU dozlarinin hiicre ¢ogalmasi iizerindeki sitotoksik etkisini tespit
etmek  icin  mitokondriyal  aktiviteye bagli  3-(4,5-Dimetiltriazol-2-il)-2,5
difeniltetrazoliumbromid (MTT) testi kullanilmistr. MTT (Applichem) boyasi canli
hiicreler tarafindan hiicre i¢ine alinarak mitokondride formazana doniistiiriilebilen bir
boyadir (Stepanenko and Dmitrenko, 2015). Canli hiicrelerde, MTT boyasinin tetrazolium
iceren halkasi, mitokondride bulunan siiksinatdehidrogenaz enzimi yardimiyla parcalanarak
suda ¢ozlilemeyen formazan kristallerine doniistiiriilmektedir (Sekil 3.1). Bu kristaller hiicre
zarmin igerisinde toplanmaktadir. Olusan formazan uygun coziiciiler ile ¢oziiliip serbest
kaldiginda kolorimetrik olarak ol¢iilebilmektedir. Canli hiicreler MTT boyasimi formazana
dontstiirebilirken, 6lii ya da mitokondrisi hasar gormiis hiicreler ise formazana
doniistiremez. Bu nedenle olusan formazan kristalinin yogunlugu hiicre canliliginin

spektrofotometrik olarak dl¢iilmesinde siklikla kullanilmaktadir (Abe and Matsuki, 2000).

Denenen borotungstat ve 5-FU konsantrasyonlarmin konsantrasyona ve zamana
bagl etkilerini incelemek i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 100 pL besi ortami igerisinde
1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmis ve 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda konsantrasyonlar kuyucuklara eklenmistir. 24. ve 48. saatin sonunda
96 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 inkiibatorden ¢ikarilarak her bir kuyucuga 20 pLL MTT (5
mg/mL) eklenmis ve 3 saat 37 °C’de % 5 COz igeren inkiibatdrde bekletilmistir. inkiibasyon
stiresinin sonunda kiiltiir kaplarindaki besi yeri uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga 100 pL
DMSO eklenip karanlikta 5 dakika bekletilerek olusan formazan kristallerinin hiicre disina
cikmasi saglanmistir. Daha sonra kiiltiir kaplar1t ELISA okuyucuda550 nm dalga boyunda
okunmustur (Oztopcu-Vatan vd.,2017).
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Sekil 3.1. MTT boyasmin mitokondride formazana doniisiimii (Stockert, et al., 2012).

MTT {iriinii olan formazan yasayan hiicre sayisi ile baglantili oldugundan, ilag
verilen kuyularda okunan optik yogunluk kontrole gore yasayan hiicrelerin yiizdesine

cevrildi. Bu islem asagida belirtilen formiile gore hesaplanmistir (Y1ldiz-Ozer, 2018).

Hiicre canlilig1 (%): Her bir kuyucuktaki madde verilen hiicre absorbansi x 100
Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi

Prostat kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ajanlardan biri de
5-FU’dir. Hiicreler 5-FU dozlar1 ile 24 ve 48 saat muamele edilmis daha sonra her bir kuyuya
20 pL MTT (5 mg/mL) eklenmis ve 3 saat 37 °C’de % 5 CO:2 igeren inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir kaplarindaki besi yeri uzaklastirilarak ve her bir
kuyucuga 100 uL. DMSO eklenmis ve 5 dakika karanlikta bekletilerek olugsan formazan
kristallerinin hiicre disina ¢ikmasi saglanmistir. Ardindan kiiltiir kaplar1t ELISA okuyucuda
550 nm dalga boyunda okunmustur.

Her bir deney en az 3 kez tekrar edilmistir. Elde edilen veriler Statistics Program for
Social and Science Version 23 (SPSS) programinda, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
ardindan  Tukey’in ¢ok yonlii karsilastirma yOntemiyle istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir. SPSS analizinden
hesaplanan sonuglar kullanilarak kontrolle kiyaslandiginda hiicrelerin % 50 oraninda

Oliimiine neden olan doz hesaplanarak ICso degeri olarak belirlenmistir. Ayrica grafiklerin
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hazirlanmasinda ise Microsoft Excel (Office, 2016) programi kullanilmustir. Istatistiksel

anlamliliklar ¢izilen grafiklerde uygun isaretler (*) ile gosterilmistir.

3.7.1 Borotungstat ve 5-FU Konsantrasyonlarinin Kombine Olarak Uygulanmasi

Calismada borotungstat ile birlikte kombine olarak verilen 5-FU arasindaki
antagonistik/sinerjistik etkilesimler insan prostat kanseri (LNCaP) hiicre dizisi iizerinde
arastirilmistir. Borotungstat ve 5-FU dozlarmmin 24 ve 48 saat siire ile 1:1 oraninda
uygulanmast sonucunda olusan ¢ogalmayi baskilayici etki MTT yontemi ile belirlenmistir

(Cizelge 3.2). Deneyler 3 kez tekrar edilmistir

Elde edilen veriler Statistics Program for Social and Science Version 2 3(SPSS)
programinda, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey’in ¢ok yonli
karsilagtirma yontemiyle istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05
olarak kabul edilmistir. SPSS analizinden hesaplanan sonuglar kullanilarak kontrolle
kiyaslandiginda hiicrelerin % 50 oraninda 6liimiine neden olan doz hesaplanarak ICso degeri
olarak belirlenmistir. Ayrica grafiklerin hazirlanmasinda ise Microsoft Excel (Office, 2016)
progranu kullanilmustir. Istatistiksel anlamliliklar ¢izilen grafiklerde uygun isaretler (*) ile

gosterilmistir.

Cizelge 3.2.Deneyde kullanilan kombine uygulama dozlar1.

Kontrol grubu: Sadece besi ortami
Borotungstat ve 5-FU 1 uM doz grubu
Borotungstat ve 5-FU 10 pM doz grubu
Borotungstat ve 5-FU 25 pM doz grubu
Borotungstat ve 5-FU 50 pM doz grubu
Borotungstat ve 5-FU 100 uM doz grubu
Borotungstat ve 5-FU 150 uM doz grubu
Borotungstat ve 5-FU 200 uM doz grubu




29

Borotungstat ve 5-FU arasindaki antagonistik/sinerjistik etkilesim ise ila¢ etkilesim

katsayis1 (CDI) formiiliine gore hesaplanmistir (Y1ldiz-Ozer, 2018).

CDI: Kombine Doz Absorbansi x 100
Borotungstat Absorbans1 X5-FU Absorbansi

3.8. Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

Hiicre 6liim seklinin (apoptoz veya nekroz) belirlenebilmesi i¢in bu deneyde Roche
Cell Death ELISA Plus Kit kullanilmustir. Bu kit mononiikleozom ve oligoniikleozomlarin
fotometrik olarak tayini esasina dayanmaktadir. Kit igerisinden g¢ikan anti-histon-biotin
antikoru niikleozomunhiston kismina baglanir ve biotin kismi ise streptavidin kapli kuyuya
baglanarak immiinokompleksi kuyuya sabitler. Anti-DNA-POD antikoru ise niikleozomun
DNA kismina baglanmaktadir. ABTS-substratin anti-DNA-POD ile baglanmasiyla
kompleks tamamlanmis olur ve fotometrik olarak niikleozomlarin kantitatif tespiti

gergeklesir (Sekil 3.2).

@ @
\dé- O @) O
0 [eNogon O e ®
o ©°
\ Streptavidin  Anti-histone- ornek Anti-DNA- ABTS
- biotin niikleozomlar peroksidaz substrate
kuiltlir kabi
duvan

Sekil 3.2.Kit ¢alisma prensibi (Anonim, 2016).

Hiicre 6liim seklini belirlemek amaciyla 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 100 pL besi
ortamu icerisinde 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmis ve 24 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Siire sonunda hiicreler MTT verilerine bakilarak secilen 50 ve 100 uM

borotungstat konsantrasyonlari ile muamele edilmistir.
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Inkiibasyon siiresi sonunda 96 kuyucuklu kiiltiir kabi inkiibatdrden alinarak 25°C’de,
200g’de, 10 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan nekrozun belirlenmesi igin secilen
kuyularm siipernatanti ¢ekilerek bir ependorf tiipiine alinmistir. Apoptoz belirlenmesi i¢in
ise secilen kuyulara 200 pL lizis tamponu eklenerek 30 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Siire sonunda kiiltiir kab1 25°C, 200 g’de, 10 dakika daha santriflij edilmistir.
Siire sonunda kit icerisinden ¢ikan streptavidin kapl kuyulara 80 pL immunoreagent ajan
eklendikten sonra iizerlerine 20 pL 6rnek eklenmistir. Streptavidin kapl kuyularmn {izeri

kapatilarak oda sicakliginda 2 saat, 300 devir/dakika galkalanmistir.

Siire sonunda 6rnekler alinarak icerigi bosaltilmistir. Ardindan tiim kuyular 300 pL
inkiibasyon tamponu ile 3 kez yikandiktan sonra her kuyuya 100 uL. ABTS soliisyon
eklenerek karanlikta, 250 devir/dakika, 10 dakika calkalanmistir. Siire sonunda reaksiyonu
durdurmak i¢in 100 pL kuyulara ABTS-Stop Soliisyon eklenmistir. Ardindan 6rnekler
ELISA okuyucuda 405 nm dalga boyunda okutulmustur. Elde edilen veriler GraphPad Prism

6 programinda, Student’s t-Test yontemiyle istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Borotungstat’mm Prostat Kanseri (LNCaP) Hiicre Dizisi Uzerindeki Morfolojik

Etkilerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan 1, 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 pM borotungstat
konsantrasyonlarim LNCaP hiicre dizisi lizerindeki 24 ve 48 saatlik morfolojik etkileri ters
151k mikroskobuyla incelenmistir. Borotungstat konsantrasyonlari ile muamele edilmemis

kontrol grubu hiicrelerinin 24 saatlik goriintiilenmesi Sekil 4.1 de goriilmektedir.

Borotungstat’in 1, 10 ve 25 uM’lik konsantrasyonlarinin 24 saatte LNCaP hiicre
dizisi {lizerinde herhangi bir morfolojik degisiklige neden olmadigr gozlenmistir.
Borotungstat’in  neden oldugu morfolojik degisikliklerin 24 saatte 50 pM
konsantrasyonundan (Sekil 4.2) itibaren basladigi kontrol grubu ile kiyaslandiginda
gbdzlenmistir. Normalde mekik goriiniimde olan hiicrelerin yuvarlaklastigi ve hiicre sayisinin
azaldig1 tespit edilmistir. Konsantrasyon artisina bagli olarak o6zellikle 100 pM
konsantrasyonundan (Sekil 4.3) itibaren 150 uM konsantrasyonu (Sekil 4.4) ve 200 uM
konsantrasyonunda da (Sekil 4.5) hiicre morfolojilerinin artarak bozuldugu ve hiicre

sayismin azaldigi belirlenmistir.

Sekil 4.1. Borotungstat konsantrasyonu ile muamele edilmemis kontrol grubu hiicrelerinin 24
saatlik goriintlilenmesi (100x) Skala bar: 50 um.



Sekil 4.2. 50 uM borotungstat konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen hiicrelerdeki
morfolojik etkilerin goriintiilenmesi (100x) Skala bar: 50 um.

Sekil 4.3. 100 uM borotungstat konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen hiicrelerdeki
morfolojik etkilerin gdriintiilenmesi (100x) Skala bar: 50 pm.



Sekil 4.4. 150 uM borotungstat konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen hiicrelerdeki
morfolojik etkilerin goriintiilenmesi (100x) Skala bar: 50 um.

Sekil 4.5. 200 uM borotungstat konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen hiicrelerdeki
morfolojik etkilerin gdriintiilenmesi (100x) Skala bar: 50 pm.
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Borotungstat konsantrasyonlari ile muamele edilmemis kontrol grubu hiicrelerinin
48 saatlik goriintiilenmesi Sekil 4.6 da goriilmektedir. Borotungstat’in 1 ve 10 uM’lik
konsantrasyonlarinin 48 saatte LNCaP hiicre dizisi iizerinde herhangi bir morfolojik
degisiklige neden olmadigi, morfolojik degisikliklerin 48 saatte 25 uM konsantrasyonundan
itibaren basladig1 gozlenmistir (Sekil 4.7). Ozellikle 50 uM konsantrasyonundan itibaren
kontrol hiicreleriyle kiyaslandiginda normal mekik seklinde olan hiicre morfolojilerinin
yuvarlaklastig1 belirlenmistir (Sekil 4.8). Ayrica hiicreler arasindaki baglantilari ve hiicre
sayilarinin konsantrasyon artisina bagh olarak azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.9, 4.10, 4.11).

Sekil 4.6. Borotungstat konsantrasyonlar1 ile 48 saat muamele edilmeyen kontrol grubu
hiicrelerindeki morfolojik etkilerin gdriintiilenmesi (100x) Skala bar: 50 um.



Sekil 4.7. 25 uM borotungstat konsantrasyonu ile 48 saat muamele edilen hiicrelerdeki
morfolojik etkilerin goriintiilenmesi (100x) Skala bar: 50 um.

Sekil 4.8. 50 uM borotungstat konsantrasyonu ile 48 saat muamele edilen hiicrelerdeki
morfolojik etkilerin gdriintiilenmesi (100x) Skala bar: 50 pm.



Sekil 4.9. 100 uM borotungstat konsantrasyonu ile 48 saat muamele edilen hiicrelerdeki
morfolojik etkilerin goriintiilenmesi (100x) Skala bar: 50 pum.

Sekil 4.10. 150 uM borotungstat konsantrasyonu ile 48 saat muamele edilen hiicrelerdeki
morfolojik etkilerin gdriintiilenmesi (100x) Skala bar: 50 pm.
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Sekil 4.11. 200 uM borotungstat konsantrasyonu ile 48 saat muamele edilen hiicrelerdeki
morfolojik etkilerin goriintiilenmesi (100x) Skala bar: 50 um.

Yapilan literatiir arastirmasinda borotungstatin herhangi bir hiicre dizisi iizerinde
morfolojik degisikliklere neden oldugu ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamaistir. Bu
nedenle ¢aligmamizda borotungstatin LNCaP hiicre morfolojisi tizerindeki konsantrasyona
ve zamana bagli olarak morfolojik etkisi ilk kez gdsterilmistir. Bununla beraber borik asit
ile ilgili yapilan bir ¢alismada ise androjen bagimsiz prostat kanseri (DU-145) hiicre dizisi
iizerinde bazi morfolojik degisikliklere neden oldugu belirtilmistir. Calismada 250 ve 1000
uM borik asite maruz birakilan hiicrelerin diiz bir goriiniime sahip oldugu ve cesitli hiicre ici

vezikiil birikimlerinin olustugu rapor edilmistir (Barranco ve Eckhert, 2006).

Calismamizda 24 saat siireyle uygulanan 25 uM borotungstat konsantrasyonundan

itibaren hiicrelerde apoptotik hiicre morfolojisine benzer goriintiiler tespit edilmistir (Sekil

4.12).
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Sekil 4.12. Borotungstat’m 50 pM konsantrasyonu ile 24 saat siireyle muamele edilen
LNCaP hiicrelerinin zarlarinda olusan apoptotik kabarciklar (200x). Skala bar: 50 um, ok
(—) hiicre zarinda goriilen apoptotik kabarciklar1 gostermektedir.

Arastirmamizda borotungstat konsantrasyonlarinin konsantrasyona ve zamana bagli

olarak LNCaP hiicrelerinde morfolojik degisikliklere sebep oldugu gozlenmistir.

4.2. Borotungstat’in Hiicre Cogalmasi Uzerindeki Etkilerinin Lizozomal Aktiviteye

Bagh Olarak Belirlenmesi

Prostat kanseri (LNCaP) hiicreleri 24 ve 48 saat siireyle borotungstatmn 1, 10, 25, 50,
100, 150 ve 200 uM’lik konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. Borotungstatin hiicre
cogalmasi tizerindeki etkilerinin lizozomal aktiviteye bagli olarak belirlenmesi i¢in Notral

Red (NR) yontemi kullanilmistir.

Borotungstatin 1 ve 10 uM konsantrasyonunun 24 saatte hiicre canlilig1 {izerinde
herhangi bir degisiklige neden olmadig1 (p>0,05), 25, 50, 100, 150 ve 200 puM
konsantrasyonlarinda ise kontrol grubuyla kiyaslandiginda sirasiyla % 25, 41, 48, 48, 56
oraninda hiicre ¢ogalmasini baskiladigi belirlenmistir (p<0,001; Sekil 4.13). ICso degeri ise
24 saat i¢cin 160 uM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.13. Borotungstat konsantrasyonlarinin LNCaP hiicre dizisi {izerindeki 24 saat
lizozomal aktiviteye etkisi Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir. (K: Kontrol; ***:
p<0,001).

LNCaP hiicreleri 1 uM borotungstat konsantrasyonu ile 48 saat siireyle maruz
brrakildiginda kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre canliliginda anlamli bir azalmaya
neden olmadigi belirlenmistir (p>0,05). Buna ragmen; 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 uM
konsantrasyonlarinda ise kontrol grubuyla kiyaslandiginda sirasiyla % 18, 46, 62, 68, 73, 79
oraninda hiicre canliligin1 baskiladig1 hesaplanmistir (p<0,001; Sekil 4.14). ICsg degeri ise
48 saat i¢cin 27 pM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.14. Borotungstat konsantrasyonlarmimn LNCaP hiicre dizisi tizerindeki 48 saat
lizozomal aktiviteye etkisi Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir. (K: Kontrol; ***:
p<0,001).
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Yapilan literatiir taramalarinda borotungstat veya borun hiicredeki lizozomal etkisi
ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanamamustir. Fakat yapilan farkli bir ¢alismadatungsten
borid nano partikiillerinin (WB ve W2B karigimi1) insan alveolarepitel hiicreleri (HPAEpiC)
tizerindeki hiicre canliligt NR yontemiyle arastirilmistir. Calismada tungsten borid
karigimmin 80 mg/L’lik konsantrasyon HPAEpiC hiicreleri iizerinde toksik bir etkisi
olmadig1 belirtilmistir. Ancak 320 mg/L’lik konsantrasyonun hiicrelerin yaklagik % 50’sini
oldiirdiigii tespit edilmistir (Tiirkez vd., 2017). Borotungstatin yapisinda hem Bor (B) hem
de Tungsten (W) bulunmaktadir. Yapilan bu calismada da her iki maddeyi yapisinda

bulunduran nano partikiillerin de lizozomlar {izerinde toksik etki gosterdigi belirlenmistir.

4.3. Borotungstatin Hiicre Cogalmasi Uzerindeki Etkilerinin Mitokondriyal Aktiviteye

Bagh Olarak Belirlenmesi

Borotungstatin prostat kanseri (LNCaP) hiicrelerinin ¢ogalmasi {izerindeki
etkilerinin mitokondriyal aktiviteye bagli olarak belirlenmesi i¢cin MTT yOntemi
kullanilmistir. LNCaP hiicreleri 24 ve 48 saat siireyle 1, 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 uM’lik

borotungstat konsantrasyonlarina maruz birakilmistir.

LNCaP hiicreleri 1, 10 ve 25 uM borotungstat konsantrasyonlari ile 24 saat siireyle
maruz brrakildiginda hiicre cogalmasinda anlamli bir degisiklige neden olmadigi
belirlenmistir (p>0,05). Buna ragmen, 50, 100, 150 ve 200 uM konsantrasyonlarinda kontrol
grubuyla kiyaslandiginda sirasiyla % 31, 46, 56 ve 63 oraninda hiicre canliligini baskiladig1
hesaplanmistir (p<0,001; Sekil 4.15). Hiicrelerin % 50 oraninda 6liimiine neden olan

konsantrasyon olarak ifade edilen 1Cso degeri ise 24 saat i¢in 115 pM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.15. Borotungstat’in LNCaP hiicre ¢ogalmasi lizerindeki 24 saatlik etkisi. K: Kontrol.
Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

LNCaP hiicreleri 1 ve 10 uM borotungstat konsantrasyon lar1 ile 48 saat siireyle
maruz birakildiginda hiicre canliliginda herhangi bir azalmaya neden olmadig1 belirlenmistir
(p>0,05). Buna ragmen 25, 50, 100, 150 ve 200 uM konsantrasyonlarinda kontrol grubuyla
kiyaslandiginda sirasiyla % 43, 50, 67, 76 ve 82 oranmnda hiicre canliligini baskiladigi
hesaplanmistir (p<0,001 Sekil 4.16). ICso degeri ise 48 saat icin 51 puM olarak

hesaplanmastir.
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Sekil 4.16. Borotungstat’m LNCaP hiicre dizisi iizerinde 48 saatteki etkisi. K: Kontrol.
Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).
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Yapilan calismada denenen borotungstat konsantrasyonlarmin prostat kanseri
(LNCaP) hiicre dizisi lizerinde konsantrasyona ve zamana bagl olarak hiicre canliliginda
azalmaya neden oldugu ilk kez gosterilmistir. Hiicre canliligindaki azalmanin mitokondriyal

hasar sonucu olustugu da MTT yontemi ile belirlenmistir.

Yapilan literatiir ¢aligmalarinda borlu bilesiklerin ve polioksometalatlarin hiicre
canlilig1 {izerine etkisinin genellikle MTT testi kullanilarak tespit edildigi gézlenmistir.
Yapilan bir ¢alismaya gore kitosan/polioksometalat nano-kompleksinin serviks kanseri
(KB),insan meme kanseri (MCF-7), insan androjen bagimsiz prostat kanseri (PC3) ve insan
kiigtik hiicreli dis1 akciger kanseri (A549) hiicre dizisi lizerinde 24 saatteki sitotoksik etkileri
arastirilmigtir. Calismada yapilan MTT testi sonuglarina gore bu kompleksin MCF-7, A549,
PC3 ve KB hiicre dizisi lizerindeki ICso degerleri sirastyla 46 pg/mL, 50 pg/mL 67 pg/mL
ve 79 ug/mL olarak bildirilmistir. Calismada kitosan/polioksometalat nano-kompleksinin en
cok MCF-7 hiicre dizisi lizerinde sitotoksik aktivite gdsterdigi rapor edilmistir (Menon vd.,
2011).

Bir bagka ¢alismada ise borik asit (BA), Boraks Pentahidrat (BP) ve Disodyum
Pentaborat Dekahidrat (DPD) maddelerinin 250, 500 ve 1000 uM Kkonsantrasyonlari
kullanilarak HeLa ile kontamine edilen insan amniyotik epitelyal hiicre dizisi (CCL-62)
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Arastirmaya gore 5 giin siireyle denenen borik asit ve
boraks pentahidrat dozlarinmn hiicre ¢ogalmasini baskiladigi fakat ICsp degerinin ise
hesaplanamadigi bildirilmistir. DPD’nin ise ICso degeri verilmemesine ragmen 1000 uM

dozunun 5. giinde hiicre canliligint % 30’lara kadar baskiladigi rapor edilmistir (Kahraman
vd., 2013).

Yapilan bir diger calismada ise borik asitin 100, 250, 500 ve 1000 pM
konsantrasyonlarinin insan prostat kanseri (LNCaP, PC3, DU-145) hiicre dizileri tizerindeki
hiicre ¢ogalmasmi baskilayict etkilerine bakilmigtir. Hiicreler 8 giin borik asite maruz
birakildiktan sonra DU-145 hiicre dizisinde hiicre ¢ogalmasi 100, 250, 500, 1000 uM
konsantrasyonlarinda sirasiyla % 32, 62, 87 ve 98 oraninda baskilandigi belirtilmistir.
LNCaP hiicre dizisinde hiicre cogalmasi 100, 250, 500, 1000 uM dozlarinda sirasiyla % 40,
51, 59 ve 77 oraninda baskilanirken PC-3 hiicre dizisi 500 uM konsantrasyonunda % 29 ve
100 uM dozunda % 52 oraninda baskilandigi rapor edilmistir. Arastirmada hormon bagimli
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prostat kanseri hiicre dizisi olan DU-145in borik asite kars1 en yiiksek hassasiyeti gdsterdigi

belirtilirken hiicre dizilerinin ICsg degerleri bildirilmemistir (Barranco ve Eckhert, 2004).

Yapilan baska bir calismada ise tungsten borid nano partikiillerinin (WB ve W2B
karisimi) 0,625, 1, 25, 2,5, 5, 10, 20, 80, 160, 320, 640 ve 1280 mg/L konsantrasyonlarinin
72 saatteki etkisi insan alveolar epitel hiicreleri (HPAEpiC) lizerindeki hiicre canliligt MTT
yontemi ile test edilmistir. Hiicrelerin en az % 20’sini 61diiren konsantrasyon olarak bilinen
1C20 79,090 mg/L olarak hesaplanmustir (Tiirkez vd., 2017).

Bagka bir ¢aligmada ise bor-florid kompleksinin ([L(BF2):]) 2, 5, 10, 25, 50, 100 ve
200 uM konsantrasyonlar1 insan meme kanseri (MCF-7), insan androjen bagimsiz prostat
kanseri (PC3 ve DU-145), insan rahim agz1 kanseri (HeLa), insan kolon kanseri (DLD-1),
insan kolon kanseri (HT-29), insan prostat epitelyal (PNT1-A), endometriyal
adenokarsinoma (ECC-1) hiicre hatlar1 {izerinde hiicre canliligit MTT yontemi ile test
edilmistir. Deney sonunda bor-florid kompleksinin en ¢gok ECC-1 hiicre dizisi tizerinde etkili

oldugu belirlenmis ve ICso degeri 38,36 uM olarak rapor edilmisti (Tiiliice vd., 2017)

Yapilan literatiir taramalarimda borotungstatin hiicredeki mitokondriyal etkisi ile
ilgili in vivo veya in vitro herhangi bir galismaya rastlanmamuistir. Fakat bor ile yapilan farkli
caligmalarda farkli konsantrasyonlarda ve zaman dilimlerinde hiicre canliligi tizerinde
calismamiza benzer sekilde mitokondriyal aktiviteyi etkileyerek toksik bir etkiye sahip

oldugu gosterilmistir.

4.4, 5-Fluourasil’in (5-FU) Hiicre Cogalmasi Uzerindeki Etkilerinin Mitokondriyal
Aktiviteye Bagh Olarak Belirlenmesi

Prostat kanseri tedavisinde anti-kanser bir ilag olarak siklikla kullanilan 5-Fluourasil
(5-FU) galismada pozitif kontrol olarak se¢ilmistir. 5-FU’in 24 ve 48 saat siireyle uygulanan
1, 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 uM dozlarinin LNCaP hiicreleri iizerindeki ¢ogalmayi1

baskilayici etkilerinin belirlenmesi icin MTT yontemi kullanilmastir.

Hiicreleri 1 uM 5-FU dozuyla 24 saat siireyle muamele edildiginde hiicre canliliginda

bir azalmaya neden olmadigi belirlendi. Buna ragmen 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 uM 5-FU
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dozlar1 ile muamele edildiginde kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirasiyla % 24, 25, 25, 26,
27 ve 28 oraninda hiicre ¢ogalmasini baskiladigi gozlenmistir (p<0,001 Sekil 4.17).
Hiicrelerin % 50 oraninda dliimiine neden olan doz olarak ifade edilen ICso degeri ise 24

saatlik uygulamada hesaplanamamuistir.
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Sekil 4.17. 5-FU’in LNCaP hiicre dizisi lizerindeki 24 saatlik etkisi. K: Kontrol. Kontrol
grubu % 100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

LNCaP hiicrelerinde 5-FU’in 1 uM dozu ile 48 saat siireyle muamele edildiginde
hiicre canlilig1 iizerinde herhangi bir etkisi goriilmemistir. Fakat 10, 25, 50, 100, 150 ve 200
UM dozlarinmn hiicre ¢ogalmasini sirastyla % 30, 33, 37, 41, 44 ve 47 oraninda baskiladig1
kontrol grubu ile kiyaslandiginda gozlenmistir (p<<0,001; Sekil 4.18). Hiicrelerin % 50
oraninda 6liimiine neden olan doz olarak ifade edilen 1Cso degeri ise 48 saatlik muamele

stiresi sonundada hesaplanamamustir.
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Sekil 4.18. 5-FU’in LNCaP hiicre ¢cogalmasi lizerindeki 48 saatlik etkisi. K: Kontrol. Kontrol
grubu % 100 olarak kabul edilmistir (¥**: p<0,001).

Denenen 5-FU dozlarmin doza ve zamana bagl olarak LNCaP hiicreleri iizerinde
hiicre canliligin1 baskilayici etkisinin oldugu belirlenmistir. Fakat bu etkinin borotungstat ile
kiyaslandiginda oldukga sinirli oldugu gézlenmistir. Yapilan ¢alismada sitotoksik aktivite
bakimindan borotungstat ile 5-FU dozlar1 karsilastirildiginda benzer dozlarda
borotungustatin hiicre canlilig1 iizerinde daha yiiksek bir sitotoksik etkiye sahip oldugu

belirlenmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda 5-FU’in kanser arastirmalarinda siklikla kullanildig:
gbzlenmistir. Yapilan bir ¢alismada 5-FU’in insan bobrek kanseri (786-O) hiicre dizisi
iizerindeki etkilerine bakilmistir. Calismada 5-FU’in 25, 50 ve 100uM’lik dozlari
kullanilarak 24 ve 48 saatteki etkilerine bakilmistir. Calismada doza ve zamana bagh etki
goriilmiis ve 48 saat sonunda hiicre canliliginin daha fazla baskilandig1 rapor edilmistir.
Yine ayni ¢alismaya gore 5-FU’in hiicrelerin % 50’sinden fazlasinin 6ldiirdiigii belirtilmis

fakat 1Cso degerleri belirtilmemistir (Zheng vd., 2018).

Yapilan bir diger arastirmada ise 5-FU’in 50, 100, 150 ve 200 pg/mL dozlarmin insan
prostat kanseri (PC3) hiicre dizisi iizerinde 24 saatteki etkilerine bakilmistir. Calismada 5-
FU’in hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren dozunun 814,1 pug/mL olmas1 gerektigi belirtilmistir
(Yang vd., 2012).
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4.5. Borotungstat ve 5-FU Dozlarinin Kombine Uygulanmasi Sonucu Olusan

Antogonistik/Sinerjistik Etkisinin Arastirilmasi

Calismada kombine uygulama i¢in maddelerin 1:1 oraninda hazirlanan

konsantrasyonlar1 kullanilmistir.

Calismada 24 saat siireyle denenen 1 ve 10 uM’lik kombine (borotungstat + 5-FU)
dozlarin LNCaP hiicrelerinin canliliginda herhangi bir degisiklige neden olmadigi, bununla
beraber 25, 50, 100, 150 ve 200 uM dozlarmnn ise kontrol grubuna kiyasla sirastyla % 23,
42, 64, 73 ve 78 oraninda hiicre ¢ogalmasini baskiladig1 gézlenmistir. (p<0,001 Sekil 4.19).
Kontrole kiyasla % 50 oraninda sitotoksik etki gosteren 1Cso degeri ise 68 puM olarak

hesaplanmastir.
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Sekil 4.19. Kombine olarak uygulanan maddelerin LNCaP hiicre dizisi lizerinde 24 saatteki
etkisi. K: Kontrol. Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

Calismada 48 saat siireyle denenen 1, 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 uM (borotungstat
+ 5-FU) dozlarinmn kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirasiyla % 30, 57, 70, 83, 88 ve 89
oraninda LNCaP hiicrelerinin ¢ogalmasimi baskiladig1 gozlenmistir. (p<0,001 Sekil 4.20).
Kontrole kiyasla % 50 oraninda sitotoksik etki gosteren I1Cso degeri ise 21 uM olarak

hesaplanmuigtir.
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Sekil 4.20. Kombine olarak uygulanan maddelerin LNCaP hiicre dizisi lizerinde 48 saatteki
etkisi. K: Kontrol. Kontrol grubu % 100 olarak kabul edilmistir (¥**: p<0,001).

LNCaP hiicrelerindeki ilag etkilesimi katsayisi formiiliine gére yapilan hesaplama

sonucu sinerjistik ve antagonistik etkiler hesaplanmistir. Yapilan hesaplamaya gore

borotungstat ve 5-FU’in kombine uygulamasinda 24 saatte 1, 10, 25 ve 50 uM dozlarinda

antagonistik bir etki gosterirken, 100 uM dozundan itibaren sinerjistik etki gosterdigi

hesaplanmistir (Sekil 4.21).

LNCaP

24 SAAT
Borotungstat 5-FU Kombine CDI

Kontrol 100 100 100

1 uM 99,5 96,6 97,9 1,02
10 uM 98,2 75,8 95,6 1,28
25 uM 91,6 73,2 76,9 1,14
50 uM 68,9 75,5 58,2 1,11
100 uM 53,9 74,6 35,6 0,88
150 uM 44,1 72,7 26,8 0,83
200 uM 36 72,4 21,6 0,81

Sekil 4.21. LNCaP hiicre dizisinde borotungstat, 5-FU ve kombine (borotungstat + 5-FU)
uygulamalarin 24 saat i¢in ylizde hiicre sag kalim oranlari. Kontrol grubu % 100 kabul
edilmistir. CDI: Ilac etkilesim Katsayisi, (Sinerjistik etki: CDI<1, antagonistik etki: CDI>1).
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Borotungstat ve 5-FU’in kombine uygulamasinda 48 saatte 1, 10 ve 25 uM
konsantrasyonlarinda antagonistik bir etki gosterirken, 50, 100 ve 150 uM dozundan itibaren
sinerjistik etki gosterdigi belirlenmistir. Buna ragmen kombine uygulamanin 48 saatteki 200
uM konsantrasyonunda ise tekrar antagonistik etki olustugu gozlenmistir. (Sinerjistik etki:
CDI<1, antagonistik etki: CDI>1) (Sekil 4.22).

LNCaP
48 SAAT
Borotungstat 5-FU Kombine CDI
Kontrol 100 100 100
1 uM 96,5 90,2 94,6 1,09
10 uM 95,6 69,8 69,7 1,04
25 uM 57,2 66,9 43,2 1,12
50 uM 50,5 62,7 29,8 0,94
100 uM 32,9 58,5 16,6 0,86
150 uM 24,3 55,7 12,3 0,9
200 uM 18,1 53,2 10,6 1,1

Sekil 4.22. LNCaP hiicre dizisinde borotungstat, 5-FU ve kombine (borotungstat + 5-FU)
uygulamalarin 48 saat i¢in yiizde hiicre sagkalim oranlari. Kontrol grubu % 100 kabul
edilmistir. CDI: Ila¢ etkilesim katsayisi, (Sinerjistik etki: CDI< 1, antagonistik etki: CDI>
1).

Yapilan literatiir aragtirmasinda kanserli hiicre dizileri lizerinde borotungustat ya da
polioksometalatlarla ilgili herhangi bir kombine madde denemesi c¢alismasina
rastlanmamigtir. Arastirmamizin verileri incelendiginde 24 ve 48 saatlik borotungustat ile 5-
FU’in kombine uygulamasmin diisiik dozlarda antogonistik etki olustururken, yiiksek
dozlarda sinerjistik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu sekilde kombine uygulanmanin 5-
FU’in etkinligini arttiracagi ilk kez ortaya konmustur. Bu nedenle ¢alismamiz prostat kanseri
tedavisinde kullanilan kemoterapétik bir ilagla boratungustatin etkilesimini ortaya koyan ilk

caligma olma 6zelligi gostermektedir.

4.6. Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

Calismada son olarak borotungstatin MTT yontemine gore hiicre canlilig1 lizerinde

etkili oldugu belirlenen 50 ve 100 pM konsantrasyonlarinin LNCaP hiicreleri iizerinde
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apoptotik ve nekrotik etkilerini arastirilmistir. Hiicre 6liimiinii belirlemek amaciyla ticari

olarak satin alinan hiicre 6liimii belirleme kiti (Roche Cell Death ELISA Plus) kullanilmustir.

Calismada 24 saat siireyle denenen 50 uM borotungstat konsantrasyonunda apoptotik
etkinin kontrole kiyasla 3.4 kat, 100 uM konsantrasyonunda ise 4.3 kat arttig1 goriilmiistiir
(***: p<0,001, Sekil 4.13). Calismada 24 saat siireyle denenen 50 puM ve 100 uM
borotungstat konsantrasyonlarinin kontrol ile kiyaslandiginda herhangi bir nekrotik etkisinin

olmadig1 gézlenmistir (p>0,05).
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Sekil 4.23. Borotungstatin LNCaP hiicre dizisi iizerindeki apoptotik etkisi (p<0.001).

Yapilan c¢alismada denenen borotungstat konsantrasyonlarinin prostat kanseri
(LNCaP) hiicre dizisi iizerinde doza bagh olarak apoptotik etkiyi arttirdigi ilk kez
gosterilmigstir. Prostat kanseri lizerinde apoptotik etki gosterdigi ise ELISA yontemi ile

belirlenmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda borlu bilesiklerin kanser hiicre hatlar1 iizerinde
apoptotik etkiyi arttirdigi gozlenmistir. Yapilan bir ¢aligmada bor-florid kompleksinin
([L(BF2)2]) endometriyal adenokarsinoma (ECC-1) hiicre dizisi tizerindeki apoptotik etkileri
arastirilmigtir. Calismada yapilan ELISA, comet ve jel elektroforez yontemine gore bor-

florid kompleksinin hiicre apoptozunu indiikledigi belirtilmistir. ELISA sonuglarina gore ise
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5 uM konsantrasyonundan itibaren doza bagli olarak DNA hasarini arttirdigi gézlenmistir
(Tiliice vd., 2017).

Yapilan  farkli  bir c¢alismada ise  bir  polioksometalat  tlirevinin
(K2Na[AsM0s021(02CCH2NH3)3]-6H20) 80 pg/m L konsantrasyonunun insan meme
kanseri (MCF-7) hiicre dizisi iizerinde 24 saatteki apoptotik etkisi flow sitometri yontemi ile
arastirilmigtir.  Calismada polioksometalat tiirevinin  MCF-7 hiicre dizisinde hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve hiicre apoptozunu indiikledigi belirtilmistir (Cao vd.,

2017).

Bagka bir ¢alismada ise ilk kez sentezlenen borlu bir bilesigin (N(4)-[B-(4,4,5,5-
tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan)methyl]-2'-deoxycytidine) 10, 20 wve 40 mM
konsantrasyonlarmin glioblastoma (U-118 MG) hiicre dizisi lizerinde 48 saatteki etkileri
Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay yontemi ile arastirilmistir. Arastirmada, borlu
bilesigin U-118 MG hiicrelerinde kaspaz-3 ve kaspaz-7 seviyelerinde artisa neden oldugu ve

apoptozu indiikledigi belirtilmistir (Uram vd., 2017).

Yapilan bir diger calismada ise kanser hastalarinda tedavi amaglh kullanilan
bortezomib ve proteozom inhibitorii olan ixazomib maddelerinin flow sitometri yontemi ile
apoptotik etkileri incelenmistir. Calismada borlu bilesikler olan bortezomib ve ixazomib
maddelerinin 1, 5, 10, and 20 uM konsantrasyonlarinin insan kolon kanseri (Caco2) hiicre
dizisinde 24 ve 48 saatteki etkileri incelenmistir. Calisma sonunda Caco2 hiicre dizisinde
kaspaz-3 seviyelerinde artis oldugu ve maddelerin apoptozu indiikledigi rapor edilmistir

(Engiir ve Dikmen, 2017).

Yapilan literatiir taramalarinda borotungstatin hiicredeki apoptotik etkisi ile ilgili in
vivo veya in vitro herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Fakat farkli bor bilesikleri ile
yapilan calismalarda farkli konsantrasyon ve hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi

gosterilmistir.

Calismamiz borotungstatin LNCaP hiicre dizisi tizerindeki etkilerini inceleyen ilk
arastirma olma 6zelligini tasimaktadir. Arastrmamizda borotungstatin LNCaP hiicre dizisi

tizerindeki morfolojik etkisi ilk defa gosterilmistir. Calismamizda borotungstatin LNCaP
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hiicre dizisi lizerindeki hiicre ¢ogalmasini baskilayici 6zelligi mitokondriyal ve lizozomal
aktiviteye bagli olarak incelenmistir. Calisma sonuglarina gore borotungstatin hiicre
¢ogalmasini konsantrasyona ve zamana bagl olarak hem mitokondriyal hem de lizozomal
aktiviteyle baskiladig1 gosterilmistir. Ayrica borotungstatin LNCaP hiicre dizisi tizerinde
konsantrasyona bagli olarak apoptozu indiikledigi belirtilmistir. Calismamizin ileride bor
tiirevleri, polioksometalat tiirevleri veya borotungstat ile yapilacak in vivo ve/veya in vitro
calismalara 151k tutacagini diisiinmekteyiz. Yapilacak olan detayli calismalarla borotungstat
maddesi yeni bir kemoterap6tik ajan olarak kullanilabilecegini ve yeni tedavi yontemlerinin

arastirilmasina onciiliik edecegini diisiinmekteyiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Prostat kanseri prostat dokusundaki hiicrelerin kontrolsiiz sekilde g¢ogalmaya
baslamasiyla olusan, tiim diinyada erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir. Prostat
kanseri tedavisinde kemoterapi ve radyoterapi yontemleri siklikla kullanilsa da gii¢lii yan
etkileri bulundugu bilinmektedir. Bu nedenle prostat kanseri tedavisinde daha etkili, yan

etkileri daha az tedavi yontemleri gelistirilmesi gerekmektedir.

Bor elementi dogada serbest halde bulunmayan elementlerden biridir. Bor insanlar
ve bitkiler i¢in mikro besin elementi grubunda yer almaktadir. Borun gesitli formlarinin

cesitli kanser tiirleri iizerinde sitotoksik etkileri oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.

Polioksometalatlar ise gecis metalleri ve oksijen atomlarindan olusan kimyasal
gruplardir. Sentezlenen polioksometalat tlirevlerinin kanserli hiicrelerin ¢ogalmasi lizerinde
etkili oldugunun belirlenmesi ile giinlimiizde halen farkli polioksometalat tiirevlerinin

sitotoksik etkileri arastirilmaya devam etmektedir.

Bu c¢alismamizda ilk olarak borlu bir polioksometalat tiirevi olan borotungstat
maddesinin 1, 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 uM konsantrasyonlarmm LNCaP hiicre dizisi
iizerindeki morfolojik etkileri ters 1s1k mikroskobunda incelenmistir. Konsantrasyona ve
zamana bagli olarak maddenin normal hiicre morfolojisinde degisikliklere neden oldugu

belirlenmistir.

Ardindan maddenin sitotoksik etkileri NR ve MTT yontemleri ile konsantrasyona ve
zaman bagl olarak arastirilmistir. Ilk 24 saatteki ICso degerleri NR ydnteminde 160 pM,
MTT yonteminde ise 115 puM olarak hesaplanmistir. 48 saatteki ICso degerleri ise, NR
yonteminde 27 pM, MTT yonteminde ise 51 pM olarak bulunmustur. Dolayisiyla
borotungstatin her iki uygulama siiresinde de sitotoksik etkiyi hiicrelerin hem lizozom hem
de mitokondrilerinde de hasar yaratarak olusturdugu belirlenmistir. Calismamizda sadece 24
ve 48 saatlik uygulamalar denenmistir. ileride yapilacak calismalarda farkli uygulama

stireleride denenerek sitotoksik etkideki degisiklikler tespit edilebilir. Ayrica yapilacak farkli
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caligmalarla borotungstatin farkli kanser hiicre dizileri tizerindeki sitotoksik etkileri de in
vitro olarak incelenebilir.

Calismamizda prostat kanserinin tedavisinde kemoterdpatik ilag olarak kullanilan 5-
FU’in 1, 10, 25, 50, 100, 150 ve 200 uM dozlarinin sitotoksik etkisi ayn1 konsantrasyonlarda
uygulanan borotungstat konsantrasyonlari ile karsilastirilmis ve borotungstatin 5-FU’e gore
cok daha etkili oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla borotungstatin giiniimiizde etkili bir

kemoterapoétik ajan olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda borotungstat ile 5-FU dozlarinin 1:1 oraninda kombine olarak
uygulanmustir. 1k 24 saatlik uygulama da 1, 10, 25 ve 50 uM dozlarinda antagonistik bir
etki gozlenirken, 100, 150 ve 200 uM dozlarinda ise sinerjistik etki gosterdigi
hesaplanmistir. Bununla beraber 48 saatte 1, 10 ve 25 uM dozlarinda antagonistik bir etki
gosterirken, 50, 100 ve 150 uM dozundan itibaren sinerjistik etki gosterdigi belirlenmistir.
24 ve 48 saat’lik uygulamalarda doz artisina bagl olarak goriilen sinerjistik etki,
borotungustatin farkli kemoteropdtik ajanlarla birlikte uygulanabilecegini gostermektedir.
Bu nedenle ileride farkli ajanlarla yapilacak kombine ilag denemelerinde ilag etkinligini artip
artmayacagi farkli bir ¢alismanin konusu olabilir. Ayrica ila¢ direnci gelistiren hiicrelerde

de borotungustatin kombine olarak verilmesinin ila¢ etkinligini arttiracagini diisiinmekteyiz.

Ayrica ¢alismamizda borotungstatin prostat kanseri hiicre dizisi lizerinde apoptotik
etkiyi arttirdig1 belirlenmistir. Borotungstatin apoptozu hangi yolakla indiikledigi ile ilgili
yapilacak olan farkli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle apoptotik siirecte yer alan
hangi genler ilizerinde gen ekspresyonunda degisikliklere neden oldugu incelenerek etki

mekanizmasi hakkinda daha detayl bilgilere ulasilabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak; calismamizin sonuglarmin polioksometalat tiirevleri veya borotungstat
ile yapilacak in vivo ve/veya in vitro ¢aligmalara 151k tutacagimni diisiinmekteyiz. Yapilacak
olan detayli c¢aligmalarla borotungstat maddesi yeni bir kemoterapdtik ajan olarak
kullanilabilecegini ve yeni tedavi yOntemlerinin aragtirilmasina Onciilik edecegini

diistinmekteyiz.
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