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ÖZET 
 
 

Polioksometalatlar (POMs), moleküler çeşitlilik gösteren, çeşitli elementlerle birleşikler 

oluşturabilen metal oksijen kümeleridir. Bu çalışmada ilk olarak bir polioksometalat olan borotungstat 

maddesinin, 10, 25, 50, 75 ve 100 µM konsantrasyonlarındaki hücre canlılığındaki azalma iki farklı insan 

akciğer kanseri (A549 ve H460) hücrelerinde MTT yöntemi ile incelenmiştir. 24 ve 48 saatteki A549 

hücrelerindeki IC50 değeri sırasıyla 60 ve 37 μM olarak hesaplanırken, H460 hücrelerinde 51 ve 31 µM 

olarak hesaplanmıştır.  

 

Uygulanan 10 μM borotungstat konsantrasyonunun A549 ve H460 hücre morfolojisi üzerinde 

herhangi bir etkisi gözlenmezken, 25, 50, 75 ve 100 μM konsantrasyonlarının doz artışına bağlı olarak 

hücrelerin morfolojisinde değişikliklere neden olduğu belirlenmiştir. 

 

Çalışmada karboplatin ile birlikte verilen borotungstat konsantrasyonlarının (1:1) 

sinerjistik/antogonistik/ etkileri MTT yöntemi ile araştırılmıştır. Borotungstat ile karboplatin 

uygulamasının özellikle 24 saatte H460 hücre dizisi üzerinde daha fazla sitotoksik aktiviteye neden 

olduğu ve doz artışına bağlı olarak sinerjistik etkinin arttığı tespit edilmiştir. Benzer etki A549 hücre 

dizisinde de gözlenmiş olmakla beraber bu sinerjistik etkinin daha zayıf olduğu belirlenmiştir. 

 

Çalışmada son olarak 25, 50 ve 75 µM  borotungstat konsantrasyonlarının oluşturduğu 

apoptotik/nekrotik etkiyi belirlemek için Hücre Ölümü Belirleme Kiti kullanılmıştır. A549 ve H460 

hücre dizisinde apoptotik hücre ölümü görülürken, herhangi bir nekrotik etki gözlenmemiştir. Çalışmada 

elde edilen veriler borotungstatın akciğer kanseri tedavisinde kullanılabilir ilaç olarak geliştirilmesinde, 

yapılacak olan araştırmalara öncülük edeceğini düşünmekteyiz. 

 

Anahtar Kelimeler: Borotungstat, polioksometalat, akciğer kanseri, sitotoksisite 
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SUMMARRY 
 
 

Polyoxometalates (POMs) are metal oxide clusters that exhibit molecular diversity and make 

compounds with various elements. Cytotoxic and apoptotic effects of borotungstate, a polyoxometalate 

synthesized with boron for the first time, were investigated in A549 and H460 cells at concentrations of 

10, 25, 50, 75 and 100 µM. Borotungstate reduced survival of A549 and H460 cells. The half maximal 

inhibitory concentration values of borotungstate in A549 cells were 60 μM for 24 hours and 37 μM for 

48 hours. In H460 cells, it was calculated as 51 µM for 24 hours and 31 µM for 48 hours. 

 

Borotungstate changed the morphology of A549 and H460 cells starting from 25 μM compared 

to the control group. In combined therapy, borotungstate and carboplatin concentrations (1: 1) were given 

and the antogonistic / synergistic effects were investigated via MTT method. Borotungstate and 

carboplatin produced more cytotoxic activity on the H460 cell line in 24 hours. A similar effect was 

observed in the A549 cell line. However, the synergistic effect was found to be weaker. 

 

Borotungstate concentrations achieved cytotoxic activity in A549 and H460 cells by apoptotic 

route. Borotungstate caused more apoptotic cell death in A549 cells with increased concentration. 

Borotungstate did not cause any necrotic activity in A549 and H460 cells.  

 

We believe that in the development of borotungstate as a usable drug in the treatment of lung 

cancer, it will lead to in vivo and in vitro studies. 

 

Keywords: Borotungstate, polyoxometalate, lung cancer, cytotoxicity 
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

 

 

Kanser; 2018 yılında dünya genelinde tahmini 18,1 milyon yeni vaka ve 9,6 milyon 

ölümden sorumludur (Bray vd., 2018). Dünya genelinde 2030 yılına kadar kanserli yeni vaka 

sayısının 21,6 milyona çıkacağı tahmin edilmektedir (WHO, 2017).  

 

Dünya genelinde her iki cinsiyette en sık tanı alan kanser türü akciğer kanseridir. Teşhisi 

konulan yeni vakaların yaklaşık %11,6’lık kısmını akciğer kanseri oluşturmaktadır. Aynı 

zamanda kansere bağlı ölümlerde %18,4 ile ilk sırada yer almaktadır. Akciğer kanserinin 

tedavisinde yaygın olarak cerrahi tedavi, kemoterapi ve radyoterapi uygulanmaktadır. Fakat 

başarı oranı bakımından yeterli olduğu söylenemez. 

 

Polioksometalatlar (POM’lar), moleküler çeşitlilik gösteren, çeşitli elementlerle 

bileşikler oluşturabilen metal oksijen kümeleridir (Changgen vd., 2011). Son on yıl içinde, 

çeşitli polioksometalatların antiviral, anti bakteriyel ve antitümöral gibi farklı biyolojik 

etkinliklerinin belirlenmesi bu maddelere karşı olan ilgiyi arttırmıştır.  

 

Çalışmada ilk kez bor kullanılarak sentezlenen bir polioksometalat türü olan 

borotungstat maddesinin, farklı konsantrasyonlardaki hücre canlılığı ve apoptoz üzerindeki 

etkileri incelenmiştir.Yapılan çalışmada denenen konsantrasyonların hem A549 hem de H460 

hücrelerindeki hücre yaşam oranını azaltmıştır. A549 hücrelerinde, hesaplanan IC50 değerleri 

sırasıyla 60 ve 37 μM olarak belirlenmiştir. H460 hücrelerinde IC50 değeri sırasıyla 51 ve 31 

µM olarak yirmi dört ve kırk sekiz saat için belirlenmiştir. 

 

Uygulanan 10 μM borotungstat konsantrasyonlarının A549 ve H460 hücre morfolojisi 

üzerinde herhangi bir etkisi gözlenmezken, 25, 50, 75 ve 100 μM konsantrasyonlarının doz 

artışına bağlı olarak hücrelerin morfolojisinde değişikliklere neden olduğu belirlenmiştir. 

 



2 
 

Çalışmada ayrıca borotungstat ile karboplatin dozları birlikte verilerek sinerjistik 

/antogonistik etkileri MTT yöntemi ile belirlenmiştir. Borotungstat ile karboplatin 

uygulamasının özellikle 24 saatte H460 hücre dizisi üzerinde daha fazla sitotoksik aktiviteye 

neden olduğu ve doz artışına bağlı olarak bu sinerjistik etkinin artığı tespit edilmiştir. Benzer 

etki A549 hücre dizisinde de gözlenmiş olmakla beraber bu sinerjistik etkinin daha zayıf olduğu 

belirlenmiştir 

 

Uygulanan borotungstat konsantrasyonlarının her iki hücre hattında da sitotoksik 

aktiviteyi apoptotik yolla gerçekleştirdiği belirlenmiştir. A549 hücre dizisinde bu etki 

konsantrasyon artışına bağlı olarak yükselmişken, H460 hücre dizisinde böyle bir etkiden 

bahsetmek mümkün olmamıştır. Özellikle borotungstatın A549 hücre dizisinde konsantrasyon 

artışına bağlı olarak daha fazla apoptotik hücre ölümüne neden olduğu tespit edilmiştir. Her iki 

hücre dizisinde de borotungstatın herhangi bir nekrotik etkiye neden olmadığı da yapılan 

çalışma ile gösterilmiştir. 

 

Çalışmadan elde edilen veriler ışığında, borotungstatın akciğer kanserinin tedavisinde 

kullanılabilir/geliştirilebilir bir kemoterapötik ajan olması ile ilgili temel bilgiler elde edilmeye 

çalışılmıştır. 
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2. LİTERATÜR ARAŞTIRMASI 

 

 

2.1. Kanser Nedir? 

 

Kanser, çeşitli faktörler sonucu normal hücrelerin farklılaşarak kontrolsüz olarak 

çoğalması ile tanımlanan, kanserli hücrelere dönüşmesi ile ortaya çıkan hastalığa verilen genel 

isimdir (Erdem vd., 2017). Bulaşıcı olmayan hastalıklar günümüzde küresel çapta ölümlerin 

çoğundan sorumludur. Kanser 21. yüzyılda dünyanın her ülkesinde yaşam beklentisinin 

artmasının önündeki en önemli engel olarak görülmektedir. Bunun sebebi kanserin insidansı ve 

mortalitesinin dünya çapında hızla artmasıdır. Dünya genelinde; Avrupa, toplam kanser 

vakalarının % 23,4'ünü, Amerika ise % 21'ini oluşturmaktadır. Asya %57,3 ile kansere bağlı 

ölümlerde, görülme sıklığı en fazla olan bölgedir (Bray vd., 2018). 

 

Kanserin dünya genelinde morbiditenin önde gelen bir nedeni olduğunu ve yıllık yeni 

kanser vakalarının sayısıyla birlikte artan bir halk sağlığı sorununu kabul ederek, 2012'de kayda 

geçen 14,1 milyon yeni vaka sayısının 2030 yılına kadar 21,6 milyona çıkacağı tahmin 

edilmektedir (WHO, 2017). 

 

Dünya genelinde her iki cinsiyette de akciğer kanseri en sık tanı alan kanser türüdür. 

Toplam yeni vakaların %11,6’sını oluşturur. Bunu takiben insidansı en yüksek kanserler 

sırasıyla meme kanseri, kolorektal kanserler ve prostat kanseri şeklindedir. Kansere bağlı 

mortalite oranları ise akciğer kanserinden sonra sırasıyla kolorektal kanser (%9,2), mide kanseri 

(%8,2) ve karaciğer kanseri (%8,2) şeklinde sıralanmaktadır (Şekil 2,1) (Bray vd., 2018). 
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Şekil 2.1. 2018 yılında dünya çapında her iki cinsiyeti ve tüm yaş aralıklarını kapsayan kanserli vaka 
sayısı (Bray vd., 2018). 
 

 

 
Şekil 2.2. 2018 yılında Türkiye genelinde, her iki cinsiyeti ve tüm yaş aralıklarını kapsayan kanserli vaka 
sayısı (Bray vd., 2018). 

 
Türkiye de her iki cinsiyeti ve tüm yaş gruplarını kapsayan, en sık görülen beş kanser 

türü sırasıyla; akciğer, meme, kolorektal, prostat ve tiroid kanserleridir (Şekil 2.2). 
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2018 yılı verilerine göre Türkiye de tüm yaş aralıklarında ve her iki cinsiyeti de kapsayan 

toplam 210.537 yeni kanser vakası bulunmaktadır. Ölüm sayısı ise 116.710 kişi olarak 

belirlenmiştir. Erkeklerde kanserli yeni vaka sayısı 118.882 iken kadınlarda 91.655 kişidir. 

Erkeklerde kansere bağlı ölüm sayısı 74.542 iken kadınlarda 42.168 kişidir (WHO, 2019). 

 

Türkiye de 100.000 kişide yapılan genel tarama sonuçlarına göre erkeklerde trakea, 

bronş ve akciğer kanseri ilk sırada yer alırken, kadınlarda meme kanseri en çok görülen kanser 

türüdür (Şekil 2.3). 

 

 

 

Şekil 2.3. 2015 yılı itibari ile 100.000 kişide yapılan genel tarama sonuçlarına göre Türkiye’de belirlenen 
ilk 10 kanser çeşidi, (T.C. Sağlık Bakanlığı Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü, 2015). 
 

2.2. Akciğer Kanseri 

 

Akciğer kanseri, çevresel maruziyetlerden etkilenen, hastalık gelişimi ve ilerlemesinde 

genetik ya da epigenetik faktörlerin rol aldığı heterojen bir hastalıktır (Yang vd., 2020). Akciğer 

kanseri dünya çapında teşhis edilen en yaygın kanser türü ve kansere bağlı ölümlerin en büyük 

nedeni olmaya devam etmektedir. 
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Hastalık yükü, nüfus artışı, yaşlanma ve sigara içme davranışı uluslararası değişkenlik 

göstermektedir. Akciğer kanserinde önemli olan bu faktörler sebebiyle küresel çapta akciğer 

kanseri epidemiyolojisi sürekli takip edilmelidir.  

 

Amerika Birleşik Devletleri (ABD) ve Avrupa Birliği gibi büyük ve gelişmiş ülkelerde 

akciğer kanseri epidemiyolojisi düzenli olarak rapor edilmektedir. Dünya da tüm akciğer kanseri 

vakalarının %49’u sosyoekonomik ve sosyokültürel açıdan az ya da orta gelişmiş ülkelerde 

görülmektedir (Cheng vd., 2016). 

 

1960'lı yıllardan beri akciğer kanseri erkeklerde başlıca kansere bağlı ölüm sebebi 

olmasına rağmen, 1990'lı yıllardan beri kadınlarda da kansere bağlı ölümlerde meme kanserine 

eş değer oranlardadır (Reck vd., 2014). 

 

Dünya genelinde, erkeklerde akciğer kanseri Doğu Avrupa (özellikle eski Sovyetler 

Birliği'nde), Batı Asya, Kuzey Afrika, Doğu Asya (Çin) ve Güney-Doğu Asya (Myanmar, 

Filipinler ve Endonezya) başta olmak üzere birçok ülkede kansere bağlı başlıca ölüm nedenidir 

(Bray vd., 2018). 

 

Dünya genelinde kadınlar arasında akciğer kanserinin yüksek insidans oranları, Kuzey 

Amerika, Kuzey ve Batı Avrupa’da (özellikle Danimarka ve Hollanda’da) ve Avustralya / Yeni 

Zelanda’da görülmektedir. Cinsiyete göre farklılık eğilimleri göz önüne alındığında, kadın ve 

erkeklerde oranların birçok Avrupa ülkesinde birbirine yakınlaştığı görülmektedir. ABD’de 

akciğer kanseri insidansı oranları genç kadınlar arasında genç erkeklere göre daha yüksektir 

(Bray vd., 2018). 

 

Akciğer kanseri, dünya genelinde hem insidans hem de mortalite açısından hala 

artmaktadır. Bununla birlikte etkili tütün kontrol önlemlerine sahip ülkelerde, yeni akciğer 

kanseri insidansı azalmaya başlamıştır (Reck vd., 2014). 

 

Tütün kullanımı, %80’lik bir oranla, vakalarda akciğer kanserinin ana nedenidir. Asbest, 

arsenik, radon ve tütünle ilgili olmayan polisiklik aromatik hidrokarbonlara maruz kalma ve iç 
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hava kirliliğine ilişkin hipotezler (örneğin, kömür yakıtlı sobalar ve pişirme dumanları) akciğer 

kanserinin oluşumuna öncülük eden diğer risk faktörleridir (Reck vd., 2014). 

 

Akciğer kanseri bulgusunda görülen belirtiler şekli 2.4’de ki gibi sıralanabilir; 

 

 

Şekil 2.4. Akciğer kanseri bulgusunda sıklıkla karşılaşılan belirtiler (Global Lung Cancer Coalition, 

2013) 

 

Akciğer kanserinin birbirinden patolojik olarak ayırt edilebilen iki ana formu mevcuttur. 

Bunlardan birincisi Küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) ve ikincisi küçük hücreli 

akciğer kanseri (KHAK) olarak isimlendirilmiştir (Duma vd., 2019). 
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Şekil 2.5. Akciğer kanseri türleri ve oluşum bölgeleri (Seyhan, 2017) 

 

Küçük hücreli akciğer kanseri tüm akciğer kanseri alt tiplerinin sadece % 13'ünü 

oluşturur. Küçük hücreli akciğer kanserinin insidansı genel olarak azalmasına rağmen, 

kadınlarda görülme sıklığı erkeklere göre artmaktadır. Küçük hücreli akciğer kanseri, sigara 

kullanımı ile en fazla ilişkili olan akciğer kanseri alt tipidir. Küçük hücreli akciğer kanseri tanısı 

alan hastaların% 90'ından fazlası şu anda veya geçmişte tütün kullanıcılarıdır. Küçük hücreli 

akciğer karsinomunun gelişme oranının günlük olarak tüketilen sigara sayısı ve sigara 

kullanımının başlama yaşı ile ilişkili olduğunu bildirmiştir (Kastner vd., 2019).  

 

Akciğer kanserinin yaklaşık %85’i küçük hücreli dışı (KHDAK) akciğer kanserleridir 

(Langer, 2010). Küçük hücreli dışı akciğer kanseri agresif bir türdür. Tanı anında bölgesel ya 

da uzak metastaz sıklığı %70 kadar yüksektir (Guarino vd., 2002).  

 

2.2.1. Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri Tedavisi 
 

Akciğer kanserinin yaklaşık %85’i küçük hücreli dışı akciğer kanseridir (KHDAK). 

KHDAK, küçük hücreli bir bileşen içermeyen malign epitelyal akciğer tümörü olarak tanımlanır 

(Langer vd., 2010).  
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Küçük hücreli dışı akciğer kanserinin ana alt tipleri; adenokarsinom, skuamöz hücreli 

karsinom ve büyük hücreli karsinom şeklinde sıralanabilir. 

 

Adenokarsinomlar en sık görülen küçük hücreli dışı akciğer kanseri türüdür. Yaklaşık 

olarak küçük hücreli dışı akciğer kanseri türlerinin %50’sini oluşturmaktadır (Langer vd., 2010).  

 

Adenokarsinomlar, glandüler farklılaşması olan malign epitelyal tümörlerdir. Bu 

tümörler alveoler, bronşiyal veya bronşiyol epitel hücrelerinden türetilir. Adenokarsinomlu 

hastaların yaklaşık % 20'sinde tanı sırasında uzak metastazlar vardır; Yaygın metastatik bölgeler 

arasında beyin, kemik, adrenal bezler ve karaciğer bulunur (Langer vd., 2010). 

 

1950 yılından bu zamana kadar, akciğer adenokarsinomu kadınlarda her zaman 

erkeklerden daha yaygın olarak görülmüştür. Kadınlarda adenokarsinom oranının daha yüksek 

olmasının nedeni, akciğer tümör dokularında östrojen steroid reseptörlerinin bulunması ve 

akciğer kanserinin gelişiminde hormonal faktörlerin etkinliğinin olduğuna dair çalışmalar ile 

kanıtlanmıştır (Wynder ve Muscat, 1995). Sigara içilmesinde bir azalma olmasına rağmen, 

akciğer adenokarsinomu oranı diğer alt tiplere kıyasla sürekli artmaktadır (Kastner vd., 2019). 

 

Skuamöz hücreli karsinomlar; küçük hücreli dışı akciğer kanseri türleri içinde ikinci 

sırada yer alır. Epidermoid karsinom olarak da isimlendirilmektedir. Skuamöz hücreli 

karsinomlar akciğer kanserlerinin % 25 ila% 30'unu temsil eder; hava yolu epitelinde bulunan 

hücrelerden ortaya çıkma eğilimindedirler (Duma vd., 2019).  

 

Skuamöz hücreli karsinomlar, küçük hücreli dışı akciğer kanseri türlerinin yaklaşık 

%30’unu oluşturmaktadır. Genellikle merkezi bir konumda bulunan skuamöz hücreli 

karsinomlar sigara içme öyküsü ile ilişkilidir Erkeklerde kadınlara göre daha sık görülmektedir 

(Wynder ve Muscat, 1995).  

 

Büyük hücreli akciğer karsinomu, en az görülen küçük hücreli dışı akciğer kanseri 

türüdür. Büyük hücreli akciğer karsinomu, tüm akciğer kanserlerinin yaklaşık % 5 ila% 10'unu 
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oluşturur. Bu tümörler bol sitoplazmaya sahip büyük hücrelerden ve büyük nükleollerden oluşur 

(Duma vd., 2019). Morfolojik olarak iri hücrelerdir. Belirgin nükleoluslara sahip tümörlerdir 

(Yener, 2010). Cerrahi olarak rezeke edilen tümörler büyük hücreli akciğer karsinomları olarak 

kabul edilir (Kastner vd., 2019). 

 

Çoğu akciğer kanseri sigaradan kaynaklanır, ancak bu ilişkinin gücü histolojik alt tipler 

arasında farklılık gösterir. Skuamöz hücreli karsinomun ve özellikle küçük hücreli akciğer 

kanserinin neredeyse sadece sigaraya bağlı olduğu düşünülürken, adenokarsinomların sigara ile 

daha az korelasyonu vardır (Kastner vd., 2019). 

 

Geçtiğimiz on yılda akciğer kanseri teşhisi ve tedavisinde en büyük gelişmelerden biri, 

tedavi kararlarının hastanın tümörünün spesifik histolojik ve genetik özelliklerine dayandığı 

kişiselleştirilmiş tedavi yöntemleridir. Özellikle küçük hücreli dışı akciğer kanserine yönelik 

yeni tedaviler için, tümör histolojisi hekimler adına önem teşkil etmektedir. Bu histolojik 

farklılıklar aynı organdan köken alsa bile farklı moleküler özellikler sergiler. Hastalığın tedavisi 

için bu moleküler farklılıklar göz önüne alınmalıdır.  

 

Akciğer kanserinde başlıca üç tedavi seçeneği bulunur. Bunlar; cerrahi tedavi, 

kemoterapi ve radyoterapidir.  

 

Cerrahi tedavi; kanser yaygın şekilde yayılmadıysa (evre I ve II), tümörün ameliyatla 

alınması şeklindedir. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri için tercih edilen ve en etkili tedavi 

yöntemidir. Cerrahi tedavi seçeneği, radyoterapi ve kemoterapi ile birlikte uygulanabildiği gibi 

tek başına da uygulanabilir (Duma vd., 2019). 

 

Kemoterapi, lokal ileri ve metastatik hastalığı olan bireyler için uygundur. Akciğer 

kanserinin % 70'e yakını lokal ileri veya metastatiktir. Genellikle II. ve III. evrede tercih 

edilmektedir (Molina vd., 2008).  

 

Küçük hücreli akciğer kanseri tedavisinde kemoterapötik ajanlar kullanılmaktadır. 

Ancak küçük hücreli dışı akciğer kanseri sıklıkla tekrarlamaktadır. Farklı tipte akciğer kanseri 
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olan hastalar, farklı kemoterapi ilaçlarının kombinasyonları almaktadırlar. Bunlara örnek 

olarak; karboplatin bazlı tedavilerden gemsitabin/karboplatin, dosetaksel/karboplatin kombine 

tedavileri gösterilebilir (Booton vd., 2006). 

 

Radyoterapi, kanserli hücreleri hedefli ışınlar kullanarak öldürmeyi amaçlayan, küçük 

hücreli dışı akciğer kanseri tedavisinde de kullanılan bir yöntemdir. İstenilen bölgeye özel tedavi 

imkanı sağlar. Cerrahi tedavi öncesinde tümör boyutunun küçülmesi için tercih edilmektedir 

(Baykara, 2016). Günümüzde, III evre akciğer kanseri tedavisinde kullanılmaktadır. (Spiro ve 

Porter, 2002). 

 

Akciğer kanserinin tanı ve tedavisi karmaşık olabilir. Bu sebeple günümüz de kullanılan 

ilaçlardan daha etkili ve normal hücreler üzerinde daha az yan etkiye sahip kimyasal maddelerin 

arayışı sürmektedir. Özellikle molekül odaklı akıllı ilaçlar akciğer kanseri gibi agresif 

hastalıklarda sıklıkla tercih edilmektedir. Bu akıllı ilaçlara örnek olarak; Tarceva 25mg (Roche), 

Tagrisso 40-80 mg ile Iressa 250 mg film kaplı tablet (Astra Zeneca) Zykadia 150 mg kapsül 

(Novartis) örnek verilebilir. 

 

2.3. Bor, Bor Bileşikleri ve Kullanım Alanları 

 

Bor (B), Fransız Kimyacı Gay-Lussac ve İngiliz kimyacı Humphry Davy tarafından 

1808’de keşfedilmiştir (Davy, 1808). Atom numarası 5, atom ağırlığı 10.81'g dir. Periyodik 

tablonun IIIA grubunda metalle ametal arası yarı iletken özelliklere sahip bir elementtir 

(USEPA, 2004).  

 

Bor doğada asla element formunda bulunmaz. 10B (19.78%) and 11B (80.22%) 

izotoplarının bir karışımı olarak bulunur. Elementel bor, oda sıcaklığında, katı halde bulunur. 

Saf olmadığı durumlarda sarı veya kahverengi amorf toz şeklindedir (WHO, 2009). 

 

Dünyadaki önemli bor yatakları Türkiye, Rusya ve ABD olup dünya ticari bor rezervleri 

4 bölgede toplanmaktadır. Bunlar; ABD Kaliforniya Eyaletinin güneyinde yer alan “Mojave 
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Çölü”, Güney Amerika’da yer alan “And Kemeri”, Türkiye’nin de yer aldığı “Güney-Orta Asya 

Orojenik Kemeri” ve Doğu Rusya’dır (Eti Maden İşletmeleri Genel Müdürlüğü, 2018). 

 

 

 

Çizelge 2.1.Dünya bor rezervlerinin ülkelere göre dağılımı (Eti Maden İşletmeleri Genel Müdürlüğü, 
2018). 

 

Türkiye, bor cevheri rezervlerinin % 73’üne sahiptir. Aynı zamanda bor cevherlerinin 

kalitesi ile de dünyada ilk sırada yer almaktadır. Türkiye’yi % 7, 7’lik bir oranla Rusya takip 

etmektedir (Eti Maden İşletmeleri Genel Müdürlüğü, 2018). 

 

Türkiye de bilinen bor yatakları Kırka/Eskişehir, Bigadiç/Balıkesir, Kestelek/Bursa ve 

Emet/Kütahya’da bulunmaktadır. Ülkemizde 2840 sayılı kanun ile bor madenlerinin üretilmesi 

işletilmesi ve pazarlanması ile ilgili faaliyetler Eti Maden İşletmeleri Genel Müdürlüğü 

tarafından yürütülmektedir. (Eti Maden İşletmeleri Genel Müdürlüğü, 2018). 
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Dünyanın en stratejik madeni olarak kabul edilen bor, nükleer sanayi, gübre sanayi, ilaç 

sanayi, otomobil sanayisi gibi farklı 400’ü aşkın alanda kullanılmaktadır. Son yıllarda yapılan 

klinik çalışmalarda bor madeninin sağlık alanında kullanımına ilişkin önemli bilgiler elde 

edilmiştir.  

 

Havada, suda ve toprakta 250’den fazla bor minerali vardır. Bor doğada serbest olarak 

bulunmadığı için genellikle diğer elementlerin oksitleriyle birlikte B₂O₃ (bor oksit) bulunur 

(Kemp, 1956). 

 

Havada suda ve toprakta mevcut olan bor bileşikleri insanlara öncelikli olarak besinler 

ve içme suyu ile iletilmektedir. Dünya Sağlık Örgütü’ne göre içme suyunda bulunan bor miktarı 

0,1-0,3 mg/L arasında değişmektedir (WHO, 1998).  

 

Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi (European Food Safety Authority, EFSA) içme 

sularının günlük bor alımımıza 0, 2-0, 6 mg/gün olacak şekilde katkı yaptığını bildirmektedir 

(EFSA, 2004). Ayrıca, Amerika Gıda Takviyesi Veri Tabanına (The Dietary Supplement Label 

Database) göre 2357 farklı gıda takviyesinde bor bulunmaktadır (Kuru ve Yarat, 2017). Doku 

ve vücut sıvılarında bor elementi çoğunlukla borik asit formundadır. 

 

Günlük bor alımı, yiyecek seçimine, bazı kişisel ürünlerin kullanımına ve suyun bor 

içeriğine bağlı olarak değişmektedir. Genel bor alımı için rapor edilen değerler değişebilir. 

Örneğin, Avrupa Birliği'nde 0, 8-1, 9 mg iken Amerika Birleşik Devletleri'nde 1,7-7 mg bor 

alımı mevcuttur. Bu farklılıklar, yüksek enerjili gıdaların bolluğu ile lif ve bitki proteinleri 

bakımından zengin gıda ürünlerindeki bölgesel farklılıklardan kaynaklanabilir. Buna rağmen 

insan vücudu için gerekli olan bor miktarları belirsizliğini korumaktadır. Bunu bilmek borun 

biyolojik fonksiyonlarının düzenlenmesi hakkında daha fazla bilgi verecektir. İnsanların en az 

0,2 mg bora ihtiyaç duyduğu ve yenilen yemeklerin yaklaşık 1-2 mg bor içermesi 

önerilmektedir. Genel olarak günlük 1,5-3 mg bor alımına izin verilmektedir. Yetişkinlerde 

tolere edilebilir en yüksek bor alım miktarı 20 mg’dır (Scorei ve Popa, 2010).  
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Bor bileşiklerinin oral yolla alındığında, gastrointestinal sistemde hızlı bir şekilde borik 

aside dönüştürüldüğü, neredeyse tamamının borik asit şeklinde emilerek kan aracılığı ile 

dokulara dağıldığı belirtilmektedir (Jansen vd., 1984). 

 

Bor, anyonik bir element olduğu için böbreklerden hızlı bir şekilde emilip atılır. Jansen 

vd., borik asidin %90-95’inin idrarla atıldığını belirtmişlerdir (Jansen vd., 1984). 

 

Literatürlerde, insan ve hayvan dokuları üzerinde ki borun biyokimyasal mekanizması 

ile ilgili bilgiler yetersizdir. Ancak bilindiği kadarıyla borun, cis-hidroksil grubu bulunduran 

biyomoleküller (adenozin-5-fosfat, piridoksin, dehidroaskorbik asit, polisakkaritler, piridin, 

riboflavin vd.) ile reaksiyona girebileceği belirtilmektedir. Borun bu çeşitli biyomoleküller ile 

reaksiyon oluşturabilmesi ve aynı zamanda düşük atom ağırlığına sahip olması, biyolojik 

fonksiyonlar açısından önem teşkil etmektedir. Bununla birlikte borun hormon reseptörleri, 

hücre zarı fonksiyonları ve stabilitesinde etkin rol oynadığı düşünülmektedir (Kabu ve 

Akosman, 2013). 

 

Düşük bor alımının birçok genel sağlık sorununa yol açtığı tespit edilmiştir. Bor 

eksikliğinin de en sık görülen belirtiler arasında artrit, hafıza kaybı, osteoporoz, dejeneratif ve 

yumuşak kıkırdak rahatsızlıkları, hormonal dengesizlik ve libidoda düşme sayılabilir (Scorei ve 

Popa, 2010).  

 

Son yıllarda ise yapılan çalışmalarda borlu bileşiklerin kanserli hücrelerin çoğalması 

üzerindeki etkileri ile ilgili farklı çalışmalar yapılmıştır. Yapılan çalışmalar da borlu bileşiklerin 

anti kanser aktivitesi üzerinde durulmuştur. Çalışmalarda prostat kanseri ile bor alımı arasında 

ters orantı olduğu tespit edilmiştir. Borik asit kullanımının, farelerde prostat tümörlerinin 

görülme sıklığını azalttığı rapor edilmiştir. Ancak bu korelasyonun sebebi halen belirsizliğini 

sürdürmektedir (Scorei ve Popa, 2010).  

 

Bor düşük atom ağırlığına sahip olduğundan ve kimyası nötrofilik ile elektrofilik 

reaktivite içerdiğinden, çeşitli hastalıklara karşı antiviral, antibakteriyal ve antifungal 

biyomedikal uygulamalara sahip yeni bir molekül sınıfını temsil etmektedir. 
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 Yakın gelecekte, bor içeren bazı ilaçların piyasada mevcut ilaçlardan daha iyi etkinlik 

ve etkiye sahip olması beklenmektedir.  

 

Son dönemde yapılan çalışmalarda çeşitli bor içeren bileşiklerin kanserli hücrelerin 

çoğalması üzerinde baskılayıcı etkilerinin olduğu da rapor edilmiştir. Örneğin; Talabostat, borlu 

bir bileşiktir. Talabostat; sitokinlerin ve kemokinlerin üretimini artırarak, makrofajların, 

nötrofillerin, T-hücresinden bağımsız olacak şekilde anti tümör aktivitesini uyararak, tümöre 

özgü T-hücresinin bağışıklığını arttırır. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri tedavisi için 

docetaxel ile bir ilaç kombinasyonu olarak klinik deneylere girmiştir (Das vd.,2013). 

 

Ayrıca aktif madde olarak borla klinik kullanımda olan tek ilaç Bortezomib (Velcade®), 

2003 yılında multiplmiyelom (Richardson vd., 2005) ve Hodgkin lenfomasının (Goy vd., 2005) 

tedavisi için proteazom inhibitörü olarak onaylamıştır.  

 

Bortezomib’in anti kanser aktivitesi, apoptozise neden olan hücre içi kalsiyum 

metabolizması düzensizliğinden sorumludur. Aynı zamanda hücre döngüsünü bloke eder. 

Bortezomib tek başına veya kombine olarak, meme kanseri, akciğer, kolon, prostat ve pankreas 

gibi katı tümörlerin tedavisi için araştırılmaktadır (Das vd.,2013). 

 

2.4. Polioksometalatlar ve Genel Özellikleri 

 

Polioksometalatlar (POMs), analitik kimya, tıp, kataliz ve malzeme bilimi alanlarında 

yaygın olarak kullanılan önemli inorganik bileşiklerdir. Tungsten (W), molibden (Mo), 

vanadyum (V), niyobyum (Nb), antimon (Sb) vb. gibi erken geçiş metali iyonlarını içeren ve 

etrafında bulunan oksijen atomları ile bir küme oluşturan negatif yüklü inorganik maddelerdir 

(Changgen vd., 2011). Polioksometalatlar genellikle amonyum metali veya organometalik 

tuzlar olarak izole edilebilir (Yamase vd., 1996). 

 

Polioksometalatlar; şekil, boyut ve yapısal özellikler açısından olağanüstü çeşitlilik 

sergileyen oksit anyonları ile bağlı metal katyonların oluşturduğu oksit kümeleridir. Yapısı 

Keggin tarafından tespit edilmiştir (Keggin, 1933). 
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Şekil 2.6. Polioksometalat tiplerinin polihedral gösterimleri A. [M6O19]n- (Lindqvist yapı), B. 
[Mo7O24]6-, C. [XM6O24]n- (Anderson yapı), D. [XM12O40]n- (Keggin yapı), E. [X2M18O62]n- 
(Dawson yapı) (Hasenknopf, 2005).  
 

 

Polioksometalatlar büyüleyici yapıları ve katalitik, fotovoltaik, manyetik ve 

elektrokimyasal özellikleri nedeniyle tıp ve malzeme bilimi alanlarında geniş ilgi çeken metal 

oksijen kümeleri sınıfıdır. (Menon vd., 2011). Polioksometalatların yapısına neredeyse her çeşit 

element eklenebilir ve bu durum çok çeşitli yapı ve özellik çeşitliliğine yol açar (Hasenknopf, 

2005). Ayrıca, moleküler çeşitlilik göstermesi, kolay ve ucuz sentez edilebilmesi ise ilaç 

çalışmalarında kolaylık sağlamaktadır. Bununla birlikte çalışmalarda polioksometalatların 

hücre içine geçebildiği de rapor edilmiştir (Bijelic vd., 2019).  

 

Polioksometalat bileşikleri 1 ile 3 nm arasında değişen boyutlara sahiptir. Bu bileşiklerin 

çevresine özel yüzey gruplarının eklenmesi 5 nm'den büyük boyutlu organize yapılara neden 

olabilir. Memeli organizmaların hücreleri tipik olarak 10-30 μM çapındadır. Bununla birlikte, 

subselüler organel boyutları daha küçüktür. Bu boyutların karşılaştırılması, polioksometalatların 

canlı sistemlerde spesifik etkileşimlere ulaşmak için ideal bileşikler olduğunu göstermektedir 

(Stephan vd., 2013).  

 

İlk olarak çeşitli polioksometalatların antiviral ve anti bakteriyel gibi farklı biyolojik 

aktiviteleri belirlenmiştir (Yamase, 2005). 1970 yılında Chermann vd., ilk olarak, fare lösemi 

ve sarkoma virüslerinin güçlü bir inhibitörü olan ‘silikotungstik asit süpernatantları’ 
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bildirmişleridir (Chermann vd., 1970). O zamandan beri, birçok polioksometalat çeşidinin 

antiviral ve antibakteriyal ilaç potansiyeline sahip olduğu keşfedilmiştir. (Yamase, 2005). 

 

Ayrıca, polioksometalatlar çeşitli elementler ile birleşikler oluşturabilmektedirler. Bu 

bağlamda, geçiş metali (W, Mo, V, Nb) ve oksijen atomlarının oluşturduğu kümeler olarak 

tanımlanan polioksometalatların, son yıllarda umut verici antikanser ilaç adayları olduğu 

düşünülmektedir.  

 

Yapılan çalışmalarda amino asit (Li vd., 2004), sülfanilamid (Liu vd., 1988) ve 5-

florourasil (Li vd., 2005) gibi organik gruplar tarafından işlevselleştirilen polioksometalatların, 

önemli bir anti tümör potansiyele sahip olduğunu ortaya koymuştur. Polioksometalatların anti 

tümör mekanizması, redoks reaksiyonuna dayanmaktadır (Yamase, 1993).  

 

Polioksometalatların anti kanser aktivitesi ilk olarak 1965 yılında Mukherjee'nin 

gastrointestinal kanserli hastalar üzerinde PTMC, H₃ [PW₁₂O₄₀], H₃ [PMo₁₂O₄₀] ve kafeinin 

içeren bir kombinasyonu in vivo uygulaması ile belirlenmiştir. Sonuçta denenen dört hastada 

tümörlerin tamamen kaybolmasına neden olmasına rağmen, bu kombinasyon daha ileri klinik 

çalışmalara tabi tutulmamıştır (Mukherjee, 1965). 

 

Daha sonra Jasmin vd., 1974 yılında (NH₄)17Na [NaSb₉W₂₁O₈₆]'nın sarkoma virüsünün 

neden olduğu tümörlere karşı inhibe edici etkisi olduğunu rapor etmişleridir. Özellikle Yamase 

vd., sentezledikleri [NH₃Pri₆] [Mo₇O₂₄] (PM-8) adlı polioksometalat bileşiğinin in vitro ve vivo 

antikanser aktivitesine bakarak polioksometalatlar ile ilgili yapılacak çalışmalara öncülük 

etmiştir. PM-8, 5-floroürasil (5-FU) ve nimustin gibi onaylanmış ilaçlardan kısmen daha aktif 

olan farklı fare modellerinde tümör büyümesini baskılayarak in vivo olarak oldukça etkili 

olduğu da rapor edilmiştir (Bijelic vd., 2019). 

 

Polioksometalatların organik gruplarla işlevselleştirilmesi, biyoaktif polioksometalatlar 

alanının ana odağıdır, polioksometalatlar, yüzey özelliklerinden dolayı genellikle toksik yan 

etkiler ve sınırlı hücre penetrasyon aktivitesi sergilerler. Organik parçaların polioksometalatlar 

çerçevesine dâhil edilmesi, yüzeyini, yükünü, polaritesini ve redoks özelliklerini değiştirebilir. 
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Bu durum, azaltılmış toksisite ve arttırılmış hücre penetrasyon kabiliyetine sahip tamamen yeni 

bir bileşiğe yol açabilir. Organik olarak modifiye edilmiş polioksometalatlar, genel olarak sulu 

çözeltilerde daha stabildir. Buna bağlı olarak biyolojik hedeflerle etkileşimleri daha gelişmiş ve 

daha spesifiktir (Bijelic vd., 2019). 

 

Hücre çoğalmasını baskılayıcı bir ilacın antiproliferatif aktivitesi, hücresel alım derecesi 

ile doğrudan ilişkilidir. Polioksometalatların kanser hücrelerine nüfuz edebildiği kabul 

edilmektedir, çünkü birçok çalışma sitoplazmik boşluk içindeki konumlarını deneysel olarak 

doğrulamıştır. Polioksometalatların çoğunlukla hücreler tarafından bir çeşit endositoz 

tarafından alındığı varsayılmaktadır (Bijelic vd., 2019). 

 

2.5. Borotungstat 

 

Bir polioksometalat çeşidi olan tungsten, geçiş metalleri ile bileşik oluşturmaktadır. 

Deneylerde kullanılan bileşiğimiz bor geçiş metali olarak kullanılmış ve tungsten ile kararlı bir 

bileşik oluşturmuştur.  

 

Molekülün kapalı formülü K₁₆ [Ni (H₂O) ₆]₂[BW₁₂O₄₀]₄.48H₂O şeklindedir. Molekülün 

açık formülü ise şekil 2.7’de belirtilmiştir (Olgun vd., 2017). 

 

 

Şekil 2.7. K₁₆ [Ni (H₂O) ₆]₂[BW₁₂O₄₀]₄.48H₂O (Olgun vd., 2017). 
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Borotungstatın akciğer kanseri hücreleri üzerinde ki sitotoksik ve apoptotik etkileri ilk 

defa bu çalışmada araştırılmıştır.  

 

Borotungstatın A549 ve H460 hücre dizilerinde konsantrasyon ve zamana bağlı olarak 

denenmesi sonucu oluşan morfolojik değişimler incelenmiştir. Ardından, akciğer kanseri 

tedavisinde sıklıkla tercih edilen karboplatin ile birlikte kombine verilerek akciğer kanseri hücre 

dizilerindeki antogonistik/sinerjistik etkinlik incelenmiştir. Son olarak borotungstatın apoptotik 

süreçteki etkinliği A549 ve H460 hücre dizileri üzerinde çalışılmıştır. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Deneylerde Kullanılan Hücre Dizilerinin Temini ve Çoğaltılması 

 

Çalışmada, küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) çeşitlerinden insan akciğer 

adenokarsinomu (A549), büyük hücreli akciğer karsinomu için ise insan büyük hücreli akciğer 

karsinomu (H460) hücre dizisi Amerikan Kültür Koleksiyonu’ndan (ATCC) satın alınarak 

kullanılmıştır. 

 

3.2. Hücre Dizilerinin Kültüre Alınması  

 

Hücre kültürü işlemleri steril kabin içinde gerçekleştirilmiş ve her çalışmadan 30 ile 45 

dakika önce laboratuvar ortamı ve kabin içi ultraviyole lamba yardımı ile steril edilmiştir. 

Hücreler, %1 Penisilin-Streptomisin, %10 FBS içeren DMEM besiyeri içerisinde yirmi beş 

cm²’lik özel hücre kültürü kaplarında çoğaltılmıştır. 

 

3.3. Hücre Dizilerinin Pasajlanması 

 

Hücrelerin yoğunluğu kültür kabının %70-80’ini kapladığında kültür kabındaki sıvı 

besiyeri pipet yardımıyla uzaklaştırılmıştır. Hücrelerin tabandan ayrılması için Tripsin-EDTA 

solüsyonu ortama ilave edilmiş ve 5 dakika muamele edilmiştir. Daha sonra hücreler, mikroskop 

altında kontrol edilmiş ve içerisinde 9 mL besiyeri olan eppendorf tüpüne konularak 1200 

devir/dakika 10 °C’de 5 dakika santrifüj edilmiştir.  

 

Süpernatantın tamamı döküldükten sonra, 1-2 mL besiyeri eklenerek dipte kalan 

hücreler pipet yardımıyla homojen hale getirilmiş, 10 mL besiyeri içeren 75 cm²’lik kültür 

kaplarına konularak çoğalmaları için tekrar inkübatöre kaldırılmıştır.  
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Kültür kaplarındaki hücreler, ters ışık mikroskobu kullanılarak canlılık, çoğalma ve 

kontaminasyon bakımından günlük olarak takip edilmiş ve iki günde bir besi yerleri 

yenilenmiştir.  

 

3.4. Hücrelerin Sayımı  

 

Deneye alınacak hücrelerin sayımında canlı hücre ile ölü hücreleri ayırt etmekte 

kullanılan bir boyama yöntemi olan tripan mavisi tercih edilmiştir. Bu boyama yönteminde ölü 

hücreler hücre zarı bütünlüğünü kaybettiği için tripan mavisi boyasını içlerine kontrolsüz olarak 

alırlar. Fakat canlı hücrelerin hücre zarları sağlam olduğu için boyayı içlerine almamaları 

nedeniyle boyanmazlar.Hücre sayım cihazı canlı hücrelerin sayımı amacıyla kullanılmıştır.  

 

3.5. Hücrelerin Ekilmesi ve İlaç Konsantrasyonlarının Hazırlanması 

 

Çalışmada kullanılan borotungstat için 10 mM’lık, ana stok hazırlanmış, madde saf su 

ile çözülmüştür. Deneyde kullanılacak olan konsantrasyonlar ise DMEM besiyeri kullanılarak 

elde edilmiştir (Çizelge 3.1). 

  

Canlı hücre sayımı sonunda, kültür kaplarının her bir kuyucuğuna 1x104 hücre olacak 

şekilde 100 µL hacim içinde ekim yapılmıştır. Hücreler 24 saatlik süre ile inkübatörde 

bekletilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda 100 µL hacim içinde olacak şekilde konsantrasyonlar 

kuyucuklara eklenmiştir  

 

Negatif kontrol grubu olarak borotungstat içermeyen kuyulara sadece 100 µL besiyeri 

konmuştur.  
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Çizelge 3.1. Borotungstat konsantrasyonları 
 

Sıra Borotungstat Konsantrasyonları 

1 Kontrol  

2 10 µM Borotungstat  

3 25 µM Borotungstat  

4 50 µM Borotungstat  

5 75 µM Borotungstat  

6 100 µM Borotungstat  

 

Çalışmada pozitif kontrol olarak toz halde bulunan karboplatin (Carbodex) 

kullanılmıştır. Karboplatin 10 mM’lık ana stok olacak şekilde saf su ile çözülerek hazırlanmıştır. 

Deneylerde DMEM içerisinde seyreltilen 10, 25, 50, 75 ve 100 µM’lık karboplatin dozları 

uygulanmıştır (Çizelge 3.2).  

 

Hazırlanan dozlar kuyucuklara 100 µL hacim içinde olacak şekilde 24 ve 48 saat süre 

ile uygulanmıştır. İlaç içermeyen kuyucuklara sadece 100 µL besiyeri konularak kontrol grubu 

olarak kullanılmıştır. Her bir konsantrasyon için 8 kuyu kullanılmış ve her bir deney birbirinden 

bağımsız üç kez denenmiştir. 

 

Çizelge 3.2. Karboplatin Dozları 
 

Sıra Karboplatin Dozları 

1 Kontrol  

3 10 µM Karboplatin  

4 25 µM Karboplatin  

5 50 µM Karboplatin  

6 75 µM Karboplatin  

7 100 µM Karboplatin  
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3.6. Hücrelerin Ters Işık Mikroskobunda Görüntülenmesi 

 

Borotungstat konsantrasyonları ile muamele edilen A549 ve H460 hücrelerinde 

konsantrasyon ve zamana bağlı olarak gözlemlenen morfolojik değişiklikler inverted mikroskop 

(Nikon Eclipse, TC100) yardımıyla incelenmiştir. Görüntüleme Kameram 21 programı ile 

görüntülenmiştir. 

 

3.7. MTT Analizi ile Sitotoksik Aktivitenin Araştırılması 

 

Borotungstat ile karboplatin konsantrasyonlarının A549 ve H460 hücre dizileri 

üzerindeki sitotoksik etkisi 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) 

yöntemi ile belirlenmiştir. Mossmann tarafından tanımlanıp ve Alley ve arkadaşları tarafından 

geliştirilen (Mossman, 1983; Alley vd., 1988) bu yöntemde mitokondriyal aktivitesi yüksek ve 

hızlı çoğalan hücre dizileri sıklıkla tercih edilmektedir.  

 

MTT, hücrelere aktif olarak alınabilen ve mitokondriye bağlı bir dizi reaksiyonla mor 

renkli, suda çözülmeyen formazana indirgenebilen bir boyadır. Hücrede boyanın tetrazolium 

halkası, mitokondriyal süksinat dehidrogenaz enzimi ile parçalandığında, sarı renkli MTT 

boyası, koyu mavi-mor suda çözülmeyen formazana dönüşmektedir (Şekil 3.1). Formazan hücre 

zarını geçemediği için hücrenin içinde toplanır. Bu yöntemde hücrelerin MTT boyasını 

indirgeme özelliği hücre canlılığının ölçütü olarak alınmaktadır. Sonuç olarak, 96 kuyucuklu 

kültür kaplarındaki boyanın yoğunluğu canlı hücre sayısı ile doğru orantı göstermektedir 

(Meerloo vd., 2011; Kısmalı ve Sel, 2012). 
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Şekil 3.1. Mitokondride MTT boyasının formazana indirgenme reaksiyonu (Stockert vd., 2012) 
 

Her deneyden önce taze olarak hazırlanan MTT (5 mg/mL), muamele süreleri bittiğinde 

kültür kaplarındaki kuyucuklara 20 µL olacak şekilde eklenmiştir. Ardından kültür kapları 37 

°C’de %5 CO2’li ortamda 4 saat inkübe edilmiştir. Muamele sonunda kültür kaplarının içeriği 

alınmıştır.Ardından kuyulara 100 µL DMSO solüsyonu eklenmiştir. Ölçümler mikroplaka 

okuyucu (Bio-Tek, Powerwawe XS) ile 550 nm dalga boyunda yapılmıştır. Hücre canlılığı için 

aşağıdaki formül kullanılmıştır (Oztopcu-Vatan vd., 2015). 

 

Hücre Canlılığı (%): İlaç verilen her bir kuyucuktaki hücre absorbansı x100 

  Kontrol hücrelerinin ortalama absorbansı 

 

Deneyler birbirinden bağımsız olarak üç kere yapılmış ve elde edilen veriler SPSS 

programında önce tek yönlü varyans analizi ANOVA ile incelenmiştir. Daha sonra verilerin 

analizi Tukey’in çok yönlü karşılaştırma yöntemiyle değerlendirilmiştir. p<0,05, anlamlılık 

düzeyi olarak belirlenmiştir. Ayrıca istatistiksel değerlendirmesi yapılmış olan verilerin 

grafiklerinde anlamlılıklar (*) işareti ile gösterilerilerek, Microsoft Excel (Office 2015) 

programı kullanılarak çizilmiştir. 
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3.8. Borotungstat ve Karboplatin Konsantrasyonlarının Kombine Olarak Uygulanması 
 

Karboplatin akciğer kanseri tanısı konulan hastaların kemoterapisinde sıklıkla tercih 

edilen bir kemoterapötik bir ajandır. Çalışmada her iki hücre dizisinde de, borotungstat 

konsantrasyonları ile birlikte 1:1 oranında kombine olarak uygulanan karboplatin dozlarının 

antagonistik/sinerjistik etkileşimleri doza ve zamana bağlı olarak araştırılmıştır. Kontrol 

grubunun absorbans değerine göre kuyucuklardaki absorbans değerlerinin yüzdesi ‘’ 

Sitotoksisite (%) = Doz grubunun absorbansı x100 / Kontrol grubunun absorbansı’’ formülüne 

göre hesaplanmıştır. Deneyler birbirinden bağımsız olarak üç kere yapılmış ve elde edilen 

veriler SPSS programında önce tek yönlü varyans analizi ANOVA ile incelenmiştir. Daha sonra 

verilerin analizi Tukey’in çok yönlü karşılaştırma yöntemiyle değerlendirilmiştir. p<0,05, 

anlamlılık düzeyi olarak belirlenmiştir. Ayrıca istatistiksel değerlendirmesi yapılmış olan 

verilerin grafiklerinde anlamlılıklar (*) işareti ile gösterilerilerek, Microsoft Excel (Office 2015) 

programı kullanılarak çizilmiştir. 

 

Borotungstat ve karboplatin arasındaki sinerjistik/antagonistik etkileşim ‘İlaç etkileşimi 

katsayısı = (Kombine doz absorbansı / borotungstat absorbansı x karboplatin absorbansı) x 100’ 

formülüne göre belirlenmiştir. İlaç etkileşimi katsayısı <1 için sinerjistik etkileşim, İlaç 

etkileşimi katsayısı >1 için antagonistik etkileşim olduğu ifade edilmiştir (Daphu vd., 2014). 

 

3.9. DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi 

 

Çalışılan hücrelerdeki, DNA fragmentasyonunun tespit edilmesi amacıyla Roche firması 

tarafından üretilen Hücre Ölümü Belirleme Kiti denenmiştir.  

 

Deneylerde, her iki hücre dizisi 24 saat süre ile MTT yönteminden elde edilen verilere 

göre seçilen borotungstat konsantrasyonlarına ile maruz bırakılmıştır. Tüm işlemler sırasıyla kit 

protokolüne uygun olarak gerçekleştirilmiştir. Her bir kuyuda, A549 ve H460 hücreleri 1x10⁴ 

hücre olacak şekilde ekilmiştir ve 24 saat süre inkübe edilmiştir.  
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İnkübasyon süresi sonunda ekim yapılan kaplar 10 dakika, 27 °C, 200 g’de 

santrifüjlendi. Santrifüj sonunda süpernatantın tamamı eppendorf tüplere alınmıştır (Nekroz 

için).  

 

Süpernatantı alınan her bir kuyuya 200 µL lizis tamponu eklenmiş ve otuz dakika oda 

sıcaklığında, karanlık ortamda, apoptotik etkinin araştırılması için bekletilmiştir. Süre sonunda 

tekrar kültür kapları 10 dakika 27 °C, 200 g’de santrüfüj edilmiştir. Ardından seçilen kuyulardan 

(nekroz için süpernatant, apoptoz için ise hücre lizatı) 20 µL alınarak streptavidin kaplı kuyulara 

aktarılmıştır. Daha sonra bu kuyuların üzerine; 80 µL immünoreagent eklenerek oda 

sıcaklığında, 2 saat inkübe edilmiştir.  

 

İnkübasyon amacı anti-histon biotin antikorunun nükleozom üzerinde bulunan histon 

proteinlere ve kuyularda streptavidine bağlanmasını sağlamaktır. Anti-DNA pod antikoru ise bu 

işlem esnasında nükleozomlarda bulunan DNA’ya bağlanmaktır. İnkübasyon süresinin 

bitmesiyle yıkama yapılmış sonra her bir kuyucuğa kit içerisinde bulunan ABTS solüsyonundan 

100 µL eklenip renk değişimi gözleninceye kadar oda sıcaklığında 20 dakika inkübe edilmiştir. 

ABTS solüsyonu bir önceki basamakta eklenen anti-DNA pod antikoru ile reaksiyona girerek 

renk vermektedir.  

 

Reaksiyonu durdurmak için ABTS stop solüsyonu 100 µL olacak şekilde kuyulara 

eklenmişve bu sayede reaksiyon durdurulmuştur. Son aşama olarak her bir kuyudaki absorbans 

değerleri mikroplaka okuyucu cihazı ile 405 nm dalga boyunda okunmuştur. Çalışmada kitte 

bulunan pozitif kontrol kullanılmıştır. Pozitif kontrole göre nükleozomal DNA parçalanma 

oranı %100 kabul edilmiş ve seçilen borotungstat dozlarının hücrelerdeki DNA parçalanma 

oranları belirlenen zenginleştirme faktörü (enrichment) formüle göre hesaplanmıştır. (Yildiz-

Ozer vd., 2018). 

 

Zenginleştirme Faktörü (Enrichment) Faktörü: (Doz-Kör)/ (Kontrol-Kör) 

 

Elde edilen veriler istatistiksel olarak, Graphpad Prism 6 programında Student t testi ile 

analiz edilmiştir. *: p<0,05, anlamlılık düzeyi olarak olarak ifade edilmiştir.  
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

 

4.1. Borotungstatın A549 ve H460 Hücre Morfolojisi Üzerindeki Etkilerinin Ters Işık 

Mikroskobunda Görüntülenmesi  

 

Çalışmada uygulanan borotungstat konsantrasyonlarının insan epitelyal akciğer 

adenokarsinomu (A549) ve insan büyük hücreli akciğer karsinomu (H460) hücreleri üzerindeki 

zamana bağlı olarak oluşan morfolojik değişiklikleri inverted mikroskop ile görüntülenmiştir.  

 

A549 hücre dizisinde, 24 saat süre ile denenen 10 µM borotungstat konsantrasyonunun 

hücre morfolojisinde değişik oluşturmadığı belirlenmiştir Morfolojik değişikliklerin 25 µM 

konsantrasyonundan itibaren gözlendiği belirlenmiştir. Konsantrasyon arttıkça Hücresel 

morfolojinin değiştiği, sayıca azaldığı kontrol grubu ile kıyaslandığında belirlenmiştir. Ayrıca 

hücrelerin hacimce küçüldüğü ve klasik mekik şeklinin bozulup, yuvarlaklaştığı belirlenmiştir 

(Şekil 4.1).  

 

 

 

Şekil 4.1. 24 saat süre ile uygulanan borotungstat konsantrasyonlarının A549 hücrelerindeki morfolojik 
etkilerinin görüntülenmesi (a: kontrol; b: 10 µM; c: 25 µM; d: 50 µM; e: 75 µM; f:100 µM). 
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A549 hücrelerinde, 48 saat süre ile denenen borotungstat konsantrasyonlarında ise 

morfolojik değişikliklerin en düşük doz olan 10 µM konsantrasyonunda başladığı belirlenmiştir. 

Konsantrasyon arttıkça morfolojik değişiklikler daha da belirginleşmiştir (Şekil 4.2). 

 

 

 
Şekil 4.2. 48 saat süre ile uygulanan borotungstat konsantrasyonlarının A549 hücrelerindeki morfolojik 
etkilerinin görüntülenmesi (a: kontrol; b: 10 µM; c: 25 µM; d: 50 µM; e: 75 µM; f: 100 µM). 
 

H460 hücre dizisinde 24 saat süre ile denenen 10 µM borotungstat konsantrasyonunun 

her hangi bir hücre morfolojisinde değişikliğe neden olmadığı tespit edilmiştir. Hücre 

morfolojisi üzerindeki değişikliklerin 25 µM konsantrasyonundan itibaren hücre morfolojisi 

üzerinde değişikliğe neden olduğu gözlenmiştir. Özellikle yüksek konsantrasyonlarda hücre 

sayısında ciddi bir azalma olduğu kontrol grubu ile karşılaştırıldığında belirlenmiştir (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3. 24 saat süre ile uygulanan borotungstat konsantrasyonlarının H460 hücrelerindeki morfolojik 
etkilerinin görüntülenmesi (a: kontrol; b: 10 µM; c: 25 µM; d: 50 µM; e: 75 µM; f: 100 µM)  
 

H460 hücre dizisinde 48 saat süre ile denenen 10 µM borotungstat konsantrasyonunun 

24 saatte olduğu gibi hücre morfolojisinde her hangi bir etki göstermediği tespit edilmiştir. 25 

µM konsantrasyonundan itibaren özellikle yüksek konsantrasyonlarda bir arada kümeler 

oluşturan H460 hücrelerinin birbirinden ayrıldığı ve kümeleşmenin tamamen yok olduğu 

gözlenmiştir. Ayrıca yüksek konsantrasyonlarda hücre sayısında belirgin bir azalma olduğu 

tespit edilmiştir (Şekil 4.4). Borotungstat maddesinin hücre morfolojisi üzerindeki etkileri ilk 

kez araştırılmıştır. 
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Şekil 4.4. 48 saat süre ile uygulanan borotungstat konsantrasyonlarının H460 hücrelerindeki morfolojik 
etkilerinin görüntülenmesi (a: kontrol; b: 10 µM; c: 25 µM; d: 50 µM; e: 75 µM; f:100 µM)  
 

 

4.2. Borotungstatın Hücre Canlılığı Üzerindeki Etkileri 

 

Çalışmada A549 ve H460 hücre dizilerine 10, 25, 50, 75 ve 100 µM borotungstat 

konsantrasyonları 24 ve 48 saat süre ile uygulanmıştır. 

 

A549 hücre dizisinde 24 saat süre ile denenen 10 µM borotungstat konsantrasyonunun 

hücre canlılığı üzerinde her hangi bir sitotoksik etkisi görülmezken (p>0,05); diğer 

konsantrasyonların sırasıyla % 80, 59, 37 ve 18 oranında hücre canlılığını azalttığı kontrol grubu 

ile kıyaslandığında tespit edilmiştir (p<0,001; Şekil 4.5). 24 saat için IC50 değeri 60 µM olarak 

belirlenmiştir. 

 

48 saat süre ile denenen borotungstat konsantrasyonlarının % 88 66, 33, 10 ve 9 oranında 

(p<0,001; Şekil 4.5) hücre yaşam oranında azalmaya neden olduğu kontrol grubu ile 

kıyaslandığında belirlenmiştir. 48 saat için 37 µM IC50 değeri belirlenmiştir. 
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Şekil 4.5. A549 hücreleri üzerindeki borotungstat konsantrasyonların sitotoksik etkisinin mitokondriyal 
aktivite bakımından değerlendirilmesi (***: p<0,001). 

 

Denenen borotungstat konsantrasyonlarının H460 hücre dizisi üzerindeki 24 saatlik 

sitotoksik etkisi 25 µM konsantrasyonundan itibaren başlamıştır. Kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında hücre canlılığında sırasıyla % 73, 50, 25 ve 15 oranında azalma olduğu 

belirlenmiştir (p<0,001; Şekil 4.6). IC50 değeri ise 24 saat için 51 µM olarak hesaplanmıştır. 

 

Çoğalmayı baskılayıcı etkinin 48 saatlik uygulama sonucunda da 25 µM borotungstat 

dozundan itibaren başladığı ve hücre canlılığının sırasıyla % 59, 16, 6 ve 5 oranında azaldığı 

hesaplanmıştır (p<0,001; Şekil 4.6). IC50 değeri 48 saat için 31 µM olarak hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.6. H460 hücreleri üzerindeki borotungstat konsantrasyonların sitotoksik etkisinin mitokondriyal 
aktivite bakımından değerlendirilmesi (***: p<0,001). 

 
Borotungstatın yeni sentezlenen ve akciğer kanseri üzerinde ilk defa denenen bir 

polioksometalat bileşiği olması nedeniyle bu bileşikle ilgili yapılan herhangi bir sitotoksisite 

çalışması bulunmamaktadır. Ancak farklı polioksometalat bileşiklerinin çeşitli kanserli hücre 

dizileri üzerindeki etkilerini araştıran çalışmalar bulunmaktadır. Örneğin; 

 

Zhang ve vd, demir hepta-tungsten fosfat oksijen kümesi (IHTPO) adı verilen bir 

polioksometalat bileşiğinin; karaciğer (HepG2), lösemi (K562), küçük hücreli dışı akciğer 

(A549 ve NCI-H460) hücreleri ve S180 sarkoma hücreli fareler üzerindeki sitotoksik etkilerini 

MTT yöntemini kullanarak araştırmışlardır. IHTPO adı verilen polioksometalat bileşiğinin; IC50 

değeri A549 için, 150,24 ± 4.15 µM, H460 için 141,48 ± 2.42 µM, HepG2 için 63.78 ± 0.16 

µM, K562 için 114,55 ± 1.49 µM olarak bulunmuştur (Zhang vd., 2015). 

 

Yapılan bir diğer çalışmada sentezlenen organik-inorganik hibrid borotungstat bileşiği 

‘bileşik 1’ olarak adlandırılmıştır. Çalışmada adı geçen borotungstat bileşiği formül olarak bu 

tez de kullanılan bileşikten tamamen farklıdır. Bileşik 1’in MTT metodu kullanılarak küçük 
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hücreli dışı akciğer kanseri (PG49), insan kemik osteosarkoması (HOS) ve epitelyal ductal 

adenokarsinoması (PL45) hücre dizileri üzerindeki sitotoksik etkinliği belirlenmiştir. Test 

edilen bileşiğin sitotoksisitenin potansiyelini karşılaştırmak için karboplatin pozitif kontrol 

olarak uygulanmıştır. Deneysel sonuçlar, bileşik 1'in, üç farklı kanser hücre dizisinin 

çoğalmasını inhibe ettiğini göstermiştir. Test edilen Bileşik 1’ in IC50 değerleri sırasıyla 

45.77µg/mL (PG49), 54.34 µg/mL (PL45), 66.12 µg / mL (HOS) olarak bulunmuştur. Yapılan 

çalışmada Bileşik1 karboplatine göre daha güçlü bir antitumor aktivite gösterdiği belirlenmiştir. 

(Yu, 2017). 

 

Li vd., tarafından yapılan farklı bir çalışmada ise, sentezlenen 4 farklı polioksometalat 

bileşiğinin, meme (MCF-7), rahim ağzı (HeLa) ve küçük hücreli dışı akciğer kanseri (A549) 

hücreleri üzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri araştırılmıştır. Sitotoksik etkinin 

belirlenmesinde MTT yöntemi kullanılmış ve 24 saatin sonunda A549 hücrelerinde 0.042-1.213 

μmol aralığında IC50 sonuçları elde edilmiştir (Li vd., 2019). 

 

Yapılan farklı çalışmalarda da farklı borotungustat bileşiklerinin kanserli hücre 

dizilerinin çoğalması üzerinde baskılayıcı etkilerinin olduğu belirlenmiştir. Fakat bu etkilerin 

farklı kanser hücrelerinde farklı şekilde etki ettiği görülmektedir. Aynı şekilde sentezlenen 

maddelerin yapısal değişiklikleri de bu toksik etki üzerinde farklılıklar oluşmasına neden 

olabilmektedir. Bizim denediğimiz borotungstat bileşiğide her iki hücre dizisinde benzer şekilde 

konsantrasyona ve zamana bağlı olarak sitotoksik etki gösterdiği belirlenmiştir. 

 

4.3. Karboplatinin Hücre Canlılığı Üzerindeki Etkisinin Belirlenmesi  

 

Sisplatin (cis-diamin-dikloroplatin (II)) ve sisplatinin analoğu olan diğer platin temelli 

moleküller (karboplatin, oksaliplatin, satraplatin); jinekolojik, baş boyun, akciğer ve mesane 

kanseri gibi pek çok kanser türünde sıklıkla kullanılan kemoterapötik ajanlardır (Ho vd., 2016). 

 

Sisplatin kullanılan hastalarda bulantı, böbrek fonksiyonlarında bozulma, nörotoksisite 

ve ototoksisite gibi yan etkiler sıklıkla görülmektedir (Ho vd., 2016). Bu nedenle araştırmacılar 
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yan etkisi daha az olabilecek platin türevlerini araştırmaktadır. Bu araştırmalar sonucunda 

karboplatin elde edilmiştir.  

 

Karboplatin (cis-diamin-siklobütandikarboksilat-platin (II)), terapötik etkinliği sisplatin 

ile oldukça benzer olmakla birlikte, çok daha düşük seviyede nefrotoksisite ve nörotoksisiteye 

yol açan bir ajandır. Bu özellikleri nedeniyle karboplatin, küçük hücreli akciğer kanseri başta 

olmak üzere farklı kanserlerin de tedavisinde tercih edilen bir kemotöropotik bir ajandır (Ho 

vd., 2016). 

 

 

 
Şekil.4.7. Sisplatin (a) ve karboplatinin (b) kimyasal yapısı (Aktaş, 2019 ) 

 

Çalışmamızda karboplatin pozitif kontrol olarak tercih edilmiştir. Karboplatin’in küçük 

hücreli dışı akciğer kanseri hücre dizileri üzerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesinde 

mitokondriyal aktiviteye dayalı kantitatif ölçüm yapılmasını sağlayan MTT yöntemi 

kullanılmıştır. 

 

Çalışmamızda A549 ve H460 hücrelerine borotungstat konsantrasyonları ile aynı olacak 

şekilde 10, 25, 50, 75 ve 100 µM karboplatin dozları 1:1 oranında 24 ve 48 saat süre ile 

uygulanmıştır.  
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Yapılan deneylerin sonucunda A549 hücrelerinde, karboplatin dozlarının 24 saatlik 

uygulaması sonucunda hücre canlılığı üzerinde çoğalmayı baskılayıcı her hangi bir etki 

göstermediği belirlenmiştir (p>0, 05; Şekil 4.8).  

 

Karboplatinin A549 hücreleri ile 48 saat muamelesi sonucunda ise 10 ve 25 µM 

dozlarında çoğalmayı baskılayıcı bir etki göstermezken (p>0,05), 50, 75 ve 100 µM dozlarında 

hücre yaşam oranını sırasıyla yaklaşık % 10, 13 ve 15 oranında baskıladığı tespit edilmiştir (***: 

p<0,001; Şekil 4.8). Hem 24 hem de 48 saat süre ile denenen karboplatin dozları için her hangi 

bir IC50 değeri hesaplanamamıştır. 

 

 

 

Şekil 4.8. A549 hücreleri üzerindeki karboplatin dozlarının sitotoksik etkisinin mitokondriyal aktivite 
bakımından değerlendirilmesi (***: p<0,001). 
 

H460 hücreleri ile 24 saat karboplatin uygulamasında 10 µM dozunda hücre çoğalmasını 

baskılayıcı bir etki gözlenmemesine rağmen (p>0,05), 25 50, 75 ve 100 µM dozlarında hücre 

yaşam oranı kontrole göre sırasıyla yaklaşık % 9, 16, 23 ve 39 oranında azalttığı görülmüştür 

(p<0,001; Şekil 4.9). 
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H460 hücreleri ile 48 saatlik uygulama sonucunda ise 10 µM dozunda hücre çoğalmasını 

baskılayıcı bir etki gözlenmemesine rağmen (p> 0,05), 25, 50, 75 ve 100 µM dozlarında hücre 

yaşam oranı kontrole göre sırasıyla yaklaşık % 23, 44, 53 ve 63 oranında azaldığı tespit 

edilmiştir (***: p<0,001 Şekil 4.9). IC50 değeri 24 saat için bulunamazken, 48 saat için 55 µM 

olarak hesaplanmıştır. 

 

 

Şekil 4.9.H460 hücreleri üzerindeki karboplatin dozlarının sitotoksik etkisinin mitokondriyal aktivite 
bakımından değerlendirilmesi (***: p<0,001). 
 

Akciğer kanseri hücreleri ile yapılan in vitro çalışmalarda karboplatin sıklıkla pozitif 

kontrol olarak kullanılmıştır. Böylece, yeni araştırılan maddelerin hücre çoğalmasını baskılayıcı 

ve sitotoksik etkileri aktif olarak tedavide kullanılan bir ilaç ile karşılaştırılmaktadır. 

 

Liu vd., tarafından tasarlanan bir çalışmada A549 hücre dizisi üzerindeki 48 saatlik 

karboplatin dozlarının uygulanması sonucunda IC50 değeri 141 µM olarak bulunmuştur (Liu vd., 

2013). 

 

Zhou vd., tarafından yapılan bir diğer çalışmada pozitif kontrol olarak kullanılan 

karboplatin A549 ve H460 hücre dizileri üzerinde denenmiştir. Hücre canlılığı, MTS (3- (4,5-
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dimetiltiyazol-2-il) -5- (3 karboksimetoksifenil) -2- (4-sülffenil) -2H-tetrazolyum) metodu ile 

değerlendirilmiştir. Elde edilen verilere göre 24 saatteki A549 IC50 değeri 41 µM, H460 IC50 

değeri ise 85 µM olarak bulunmuştur (Zhou vd., 2010).  

 

Wang vd., tarafından 2017 yılında yapılan bir çalışmada küçük hücreli dışı akciğer 

kanseri çeşitlerinden A549 ve H460 hücre dizileri üzerinde karboplatin farklı bir bileşik ile 

kombine tedavi de denenmek istenmiştir. Bununla ilgili olarak karboplatinin 72 saatlik tek 

başına doz uygulamasında hücre canlılığı MTS metodu ile hesaplanmıştır. Sonuçlara göre A549 

IC50 değeri 280 µM iken, H460 IC50 değeri 132 µM olarak bulunmuştur (Wang vd., 2018). 

 

Karboplatin dozlarının 72 saatlik uygulama süresince, A549 hücre dizileri üzerindeki 

hücre canlılığını tespit etmeyi amaçlayan farklı bir çalışmada karboplatinin IC50 değeri 72 µM 

olarak hesaplanmıştır (Ye vd., 2009). 2010 yılında aynı grupla yapılan çalışma da ise 

karboplatin IC50 değeri 69 µM olarak hesaplanmıştır (Ye vd., 2010). 

 

IC50 değerleri arasındaki farklılıkların uygulama süreleri, deney koşulları ve hücre 

sayılarının farklı olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. Borotungstat ve karboplatin 

uygulaması sonuçları karşılaştırıldığında her iki hücre dizisinde de borotungstat 

konsantrasyonlarının karboplatine göre daha düşük dozlarda sitotoksik etki gösterdiği ve hücre 

çoğalmasını baskıladığı belirlenmiştir. 

 

4.4. Borotungstat ve Karboplatin Konsantrasyonlarının Kombine Olarak Uygulanması 

 

Bu çalışma için borotungstat ve karboplatinin aynı konsantrasyonlardaki miktarları 1:1 

oranında birleştirilerek 10, 25, 50, 75 ve 100 µM kombine (borotungstat + karboplatin) 

konsantrasyonları hazırlanmıştır. Her iki hücre dizisinde belirlenen konsantrasyonlar ile 24 ve 

48 saat süre boyunca muamele edilmiş ve sonuçlar MTT yöntemi ile değerlendirilmiştir. 

Borotungstat ve karboplatinin antagonistik/sinerjistik etkileşimleri ilaç etkileşimi kat sayıları 

CDI= (Kombine konsantrasyon absorbansı/ borotungstat absorbansı x karboplatin absorbansı) 

x 100 formülüyle hesaplanarak belirlenmiştir. 

 



38 
 

Kombine tedavinin A549 hücrelerinde 24 saat süre boyunca uygulanması sonucunda 10 

µM (borotungstat + karboplatin) konsantrasyonunun hücre canlılığı üzerinde çoğalmayı 

baskılayıcı her hangi bir etkisi gözlenmezken (p>0,05), diğer kombine verilen dozların hücre 

canlılığında sırasıyla % 28, 44, 63 ve 76 oranında azalmaya neden olduğu tespit edilmiştir 

(p<0,001). IC50 değeri 58 µM olarak hesaplanmıştır.  

 

Kombine tedavinin 48 saat uygulanması sonucunda ise hücre canlılığında sırasıyla % 9, 

45, 72, 92 ve 95 oranında azalmaya neden olduğu tespit edilmiştir (p<0,001). IC50 değeri 48 saat 

için 29 µM olarak hesaplanmıştır (Şekil 4.10). 

 

 

 

Şekil 4.10. A549 hücrelerinde 24 ve 48 saat süre ile uygulanan kombine tedavinin sitotoksik etkisinin 
mitokondriyal aktivite bakımından değerlendirilmesi (***: p<0,001). 
 

A549 hücre dizisinde ilaç etkileşimi katsayısı formülüne göre yapılan hesaplama 

sonucunda 24 saatte, karboplatin ve borotungstat arasında, 10, 25, 50 µM dozlarında sinerjistik 

bir etki meydana gelirken, 75 ve 100 µM dozlarında antagonistik bir etkileşim oluşmuştur.  
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48 saatte ise 10 µM dozunda antagonistik bir etki görülürken 25 µM dozundan itibaren 

sinerjistik bir etkileşim meydana gelmiştir (sinerjistik etki: CDI<1, antagonistik etki CDI>1) 

(Çizelge 4.1). 

 

 

 

Çizelge 4.1. A549 hücrelerinde borotungstat ile karboplatinin kombine tedavi uygulamalarının 24 ve 48 
saatlik canlılık oranları (%). CDI: İlaç etkileşimi katsayısı. 

 

Kombine tedavinin H460 hücrelerinde 24 saat süre boyunca uygulanması sonucunda 10 

µM (borotungstat + karboplatin) konsantrasyonunun hücre canlılığı üzerinde çoğalmayı 

baskılayıcı her hangi bir etkisi gözlenmemiştir (p>0,05). Diğer kombine verilen 

konsantrasyonların hücre canlılığında sırasıyla % 24, 60, 63, 86 ve 91 oranında azalmaya neden 

olduğu tespit edilmiştir (p<0,001). IC50 değeri 40 µM olarak hesaplanmıştır.  

 

Kombine tedavinin 48 saat uygulanması sonucunda ise hücre canlılığında sırasıyla % 9, 

45, 72, 92 ve 95 oranında azalmaya neden olduğu tespit edilmiştir (p<0,001). IC50 değeri 23 µM 

olarak hesaplanmıştır (Çizelge 4.2). 

 

Bu sonuçlara göre borotungstat karboplatin ile kombine olarak uygulandığında 

borotungstatın etkinliğini belirgin ölçüde azaltmış olup H460 hücrelerinin canlılığı üzerinde 

daha toksik olduğu belirlenmiştir. 
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Şekil 4.11. H460 hücrelerinde 24 ve 48 saat süre ile uygulanan kombine tedavinin sitotoksik etkisinin 
mitokondriyal aktivite bakımından değerlendirilmesi (***: p<0,001).  
 

H460 hücre dizisinde yapılan hesaplama sonucunda 24 saatte karboplatin ve 

borotungstat arasında yalnızca 10 µM dozunda antogonistik bir etki görülürken 25 µM 

dozundan itibaren  sinerjistik bir etkileşim görülmüştür. 48 saatte 10, 25 ve 50 µM dozlarında 

sinerjistik bir etki görülürken 75 ve 100 µM dozlarında antogonistik etki meydana gelmiştir 

(Çizelge 4.2). 

 

 

 
Çizelge 4.2. H460 hücrelerinde borotungstat ile karboplatinin kombine tedavi uygulamalarının 24 ve 48 
saatlik uygulamaları CDI: İlaç etkileşimi katsayısı. 
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Çalışmada A549 hücre dizisinde 24 saatte 10, 25 ve 50 µM borotungstat ile karboplatinin 

birlikte çalıştığı gözlenirken diğer konsantrasyonlarda antogonistik bir etki gözlenmiştir. 

Bununla beraber 48 saatte 25 µM’dan itibaren kombine denen tüm dozlarda sinerjistik bir etki 

gözlenmiştir. H460 hücre dizisinde ise 25 µM’dan itibaren denenen tüm kombine 

uygulamalarda özellikle doz artışına bağlı olarak sinerjistik etkide artış gözlenmiştir. Özellikle 

75 ve 100 µM uygulamalarında borotungstat ile karboplatin güçlü bir sinerjistik etki 

göstermiştir. Fakat 48 saatte doz artışına bağlı olarak böyle bir etkiden bahsetmek mümkün 

değildir. 75 ve 100 µM uygulamasında etkinin antogonistik etkiye dönüştüğü, 10, 25 ve 50 µM 

uygulamalarında,ise olduğu görülmektedir.  

 

Çalışmada H460 ile A549 hücre dizileri ilaç etkileşimi bakımından karşılaştırıldığında 

24 saatte H460 hücrelerinde denen borotungustat + karboplatin uygulamasının doz artışına bağlı 

olarak A549 hücrelerine göre daha fazla sitotoksisiteye neden olduğu tespit edilmiştir. 

 

Borotungstat + karboplatin uygulamasının özellikle 24 saatte büyük hücreli karsinom 

çeşidi olan H460 hücre dizisi üzerinde daha fazla sitotoksik aktiviteye neden olduğu ve doz 

artışına bağlı olarak bu sinerjistik etkinin artığı tespit edilmiştir. Benzer etki A549 hücre 

dizisinde de gözlenmiş olmakla beraber bu sinerjistik etkinin daha zayıf olduğu belirlenmiştir. 

Aynı kanser tipinin farklı türleri arasında bile ilaç etkileşimleri değişkenlik gösterebildiği 

çalışmamız ile ortaya konmuştur. Farklı akciğer kanseri hücre dizileri ile borotungstat ile 

karboplatin kombine uygulamaları yapılabilir. Çalışmamızda 1:1 oranında uygulanan kombine 

farklı şekillerde de (1:2, 1:3 vb.) denenebilir. Ayrıca akciğer kanserinde uygulanan farklı 

kemoterapötik ajanlar ile borotungstat konsantrasyonlarının ilaç etkileşimleri de farklı 

çalışmaların konusu olabilir. 

 

Normal ya da kanserli hücrelerde herhangi bir kemoterapötik bir ajanla borotungstatın 

birlikte verilerek yarattığı sinerjistik/antogonistik etkinin araştırılması ile ilgili herhangi bir 

çalışmaya rastlanmamıştır. Benzer şekilde sentez edilen herhangi bir polioksometalat bileşiği 

ile ilgili böyle bir çalışmaya da rastlanmamıştır. Bu nedenle çalışmamızda ilk kez iki farklı 

akciğer kanseri hücresi kullanılarak borotungstat ile karboplatin arasındaki 

sinerjistik/antogonistik etkileşim doza ve zamana bağlı olarak araştırılmıştır.  
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4.5. DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi 

 

Sitotoksisite verilerine göre seçilen 25, 50 ve 75 µM borotungstat konsantrasyonları 

uygulanan A549 ve H460 hücrelerinde ki apoptotik ve/veya nekrotik hücre ölümünü kantitatif 

olarak belirlemek amacıyla Hücre Ölümü Belirleme ELISA Kiti (Roche) kullanılmıştır. 

 

Seçilen konsantrasyonlarla hücreler 24 saat süre ile muamele edilmiş olup, apoptotik 

ve/veya nekrotik hücre ölümü oranları kit protokolünde belirtilen formüle göre hesaplanmıştır. 

İlaç uygulanmayan kontrol hücrelerinin zenginleştirme faktörü 1 (EFĸ:1) olarak kabul 

edilmiştir. 

 

A549 hücre dizisinde denenen 25 µM borotungstat konsantrasyonu kontrol grubu ile 

kıyaslandığında apoptotik bir etki gözlenmemiştir (p>0,05). Fakat 50 µM konsantrasyonunda 

apoptotik etkinin 3 kat (*: p<0,05), 75 µM konsantrasyonunda da kontrol grubu ile 

kıyaslandığında 21 kat arttığı hesaplanmıştır (*: p<0,05). Denenen 25, 50 ve 75 µM 

konsantrasyonunda ise anlamlı bir nekrotik etki gözlenmemiştir (p>0,05). 
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Şekil 4.12. Borotungstat konsantrasyonları ile 24 saat süre boyunca muamele edilen A549 hücrelerinde 
oluşan apoptotik DNA fragmantasyon oranları (*: p<0,05). Kontrol grubunun zenginleştirme faktörü 1 
(EFĸ:1) olarak kabul edilmiştir. 
 

H460 hücre dizisinde denenen 25 µM borotungstat konsantrasyonu kontrol grubu ile 

kıyaslandığında apoptotik bir etki gözlenmemiştir (p>0,05). Fakat 50 µM konsantrasyonunda 

apoptotik etkinin 7 kat, 75 µM konsantrasyonunda da kontrol grubu ile kıyaslandığında 7 kat 

arttığı hesaplanmıştır (*: p<0,05). Denenen 25, 50 ve 75 µM konsantrasyonunda ise anlamlı bir 

nekrotik etki gözlenmemiştir (p>0,05). 

 

 

 

Şekil 4.13. Borotungstat konsantrasyonları ile 24 saat süre boyunca muamele edilen H460 hücrelerinde 
oluşan apoptotik  DNA fragmantasyon oranları (*: p<0,05). Kontrol grubunun zenginleştirme faktörü 1 
(EFĸ:1) olarak kabul edilmiştir.  
 

Uygulanan borotungstat konsantrasyonlarının her iki hücre dizisinde de sitotoksik 

aktiviteyi apoptotik yolla gerçekleştirdiği belirlenmiştir. A549 hücre dizisinde bu etki 

konsantrasyon artışına bağlı olarak yükselmişken, H460 hücre dizisinde böyle bir etkiden 

bahsetmek mümkün olmamıştır.  
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Özellikle borotungstatın A549 hücre dizisinde konsantrasyon artışına bağlı olarak daha 

fazla apoptotik hücre ölümüne neden olduğu tespit edilmiştir. Her iki hücre dizisinde de 

borotungstatın herhangi bir nekrotik etkiye neden olmadığı da yapılan çalışma ile gösterilmiştir. 

 

Çalışmamızda kullanılan borotungstat bileşiğinin A549 ve H460 hücre dizilerindeki 

sitotoksik etkisinin mekanizmasını anlayabilmek için hücre ölümü belirleme kiti kullanımış ve 

apoptotik ve/veya nekrotik hücre ölümünden hangisinin gerçekleştiği araştırılmıştır. 

 

Çalışmamızda kullanılan bileşik ilk kez denendiği için literatürde aynı madde ile ilgili 

herhangi bir çalışma mevcut değildir. Fakat farklı polioksometalat bileşiklerinin, farklı hücre 

dizileri üzerinde apoptotik/nekrotik hücre ölümüne yönelik çalışmaları mevcuttur.  

 

Çalışmamızla benzer şekilde Xia vd., tarafından tasarlanan bir çalışmada yeni 

sentezlenen bir polioksometalat bileşiği ‘FNdPW’ olarak adlandırılmıştır. Bu bileşiğin A549 

hücre dizileri üzerindeki apoptotik etkileri araştırılmıştır. Apoptoz, akridin turuncu / etidyum 

bromür lekelemesi ve elektron mikroskobu kullanılarak araştırılmıştır. 72 saatlik inkübasyon 

süresi sonunda FNdPW bileşiğinin A549 hücre dizilerinde konsantrasyona ve zamana bağlı 

şekilde apoptozu indükleyerek hücre proliferasyonunu belirgin şekilde inhibe ettiğini tespit 

edilmiştir (Xia vd., 2017). 

 

Yapılan bir diğer çalışmada ise; SbW9 adlı polioksometalat bileşiğinin küçük hücreli 

dışı akciğer kanseri hücre dizileri olan A549 ve PC9 hücreleri üzerindeki hücre çoğalması ve 

apoptoz mekanizmasının anlaşılması hedeflenmiştir. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri 

hücrelerinin apoptoz mekanizması, akış sitometrisi ve TUNEL metodu ile tespit edilmiştir. 

Apoptozla ilişkili proteinlerin ekspresyonu western blot tekniği ile tespit edilmiştir. Akış 

sitometrisinin sonuçları, SbW9 adlı polioksometalat bileşiğinin, hem A549 hem de PC9 

hücreleri üzerinde anlamlı bir apoptotik etkisinin bulunduğunu göstermiştir. PTEN / AKT sinyal 

yolunun tümördeki önemli rolü göz önüne alındığında, polioksometalat SbW9'un KHDAK 

hücrelerinin biyolojik davranışları üzerindeki etkisinin PTEN / AKT sinyal yoluna bağlı olup 

olmadığı tespit edildi. Her grupta PTEN ve AKT ekspresyonuna bakıldı ve polioksometalat 

SbW9'un PTEN ekspresyonunu aktive edebileceği ve iki tür hücre hattında AKT'nin 
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fosforilasyon seviyesini inhibe edebileceği bulundu. PTEN / AKT sinyal yolunun, 

polioksometalat SbW9'un anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkilerinde önemli bir rol oynadığını 

göstermektedir (Sun vd., 2019).  

 

Xiao vd., tarafından yapılan bir çalışmada sentezlenen polioksometalat 1 ve 2 

bileşiklerinin mesane kanseri (J82) hücrelerine karşı önemli apoptotik etkileri olduğu belirlendi. 

Kompleks 1 ve 2, J82 hücre dizileri üzerinde ki apoptozu önemli ölçüde indükleyebilir. Bu 

apoptoz, hücre içi ROS üretiminin artması ve mitokondriyal membran potansiyelinin azalması 

ile mitokondriyal apoptotik yolla indüklenmiştir (Xiao vd., 2019). 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

Akciğer kanseri, akciğer dokusu içindeki anormal hücrelerin büyümesini tarif etmek için 

kullanılan bir terimdir. Akciğer kanseri, toplam kanserlerin %11, 6’lık kısmı ile en sık tanı alan 

türdür. Akciğer kanseri, %18,4’lük bir yüzde ile kansere bağlı ölümlerde ilk sırayı almaktadır 

(Bray vd., 2018). Akciğer kanserinin yaklaşık %85’i küçük hücreli dışı (KHDAK) akciğer 

kanserleridir. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri agresif bir türdür.  

 

Bor (B), Fransız Kimyacı Gay-Lussac ve İngiliz kimyacı Humphry Davy tarafından 

1808’de keşfedilmiştir. Bor küçük bir atom kütlesine sahip olduğundan ve kimyası nötrofilik ve 

elektrofilik reaktivite içerdiğinden, çeşitli hastalıklara karşı antiviral, antibakteriyal ve 

antifungal biyomedikal uygulamalara sahip yeni bir molekül sınıfını temsil etmektedir. 

  

Yakın gelecekte, bor içeren bazı ilaçların piyasada mevcut ilaçlardan daha iyi etkinlik 

ve etkiye sahip olması beklenmektedir. Son yıllarda ise yapılan çalışmalarda borlu bileşiklerin 

kanserli hücrelerin çoğalması üzerindeki etkileri ile ilgili farklı çalışmalar yapılmıştır. 

 

Polioksometalatlar (POMs), analitik kimya, tıp, kataliz ve malzeme bilimi alanlarında 

yaygın olarak kullanılan önemli inorganik bileşiklerdir. Polioksometalatlar büyüleyici yapıları, 

katalitik, fotovoltaik, manyetik ve elektrokimyasal özellikleri nedeniyle tıp ve malzeme bilimi 

alanlarında geniş ilgi çeken metal oksijen kümeleri sınıfıdır. (Menon vd., 2011).  

 

Son on yıl içinde de, çeşitli polioksometalatların antiviral, anti bakteriyel ve anti-tümöral 

etkinliklerinin belirlenmesi bu maddelere karşı olan ilgiyi arttırmaktadır (Yamase, 2005). Bir 

polioksometalat çeşidi olan tungsten, geçiş metalleri ile bileşik oluşturmaktadır.  

 

Çalışmamızda kullanılan borotungstat adlı madde de bor geçiş metali olarak kullanılmış 

ve tungsten ile kararlı bir bileşik oluşturmuştur.  
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Bu çalışmada, yeni bir sentetik ajan olan borotungstat (K₁₆ [Ni (H₂O) 

₆]₂[BW₁₂O₄₀]₄.48H₂O) insan akciğer kanseri hücrelerinde ilk kez test edilmiş ve bu ajanın 

sitotoksik, morfolojik ve apoptotik etkileri hakkında bazı ön sonuçlar elde edilmiştir.  

 

Çalışmada A549 ve H460 hücre dizilerine uygulanan 10, 25, 50, 75 ve 100 µM 

borotungstat konsantrasyonları 24 ve 48 saat süre ile uygulanmıştır. A549 hücre dizisinde 

kontrole göre IC50 değerleri 60 ve 37 µM olarak 24 ve 48 saat için belirlenmiştir. H460 hücre 

dizisi ise IC50 değeri ise 24 saat için 51 µM, 48 saat için 31 µM olarak hesaplanmıştır. 

Çalışmanın sonuçlarına göre borotungstat her iki hücre dizisinde benzer bir sitotoksik aktivite 

gösterdiği ve bu etkinin doza ve zamana bağlı olarak arttığı belirlenmiştir.  

 

Borotungstat maddesi farklı kanserli hücre dizilerinde de denenerek hücre canlılığı 

üzerindeki etkileri araştırılabilir. Akciğer kanseri hücrelerinden elde edilen veriler ile yeni 

yapılacak çalışmanın verileri karşılaştırılabilir. 

 

Çalışmada ayrıca akciğer kanseri tedavisinde yaygın olarak kullanılan karboplatin ile 

borotungstat toksisitesi karşılaştırılmıştır. Çalışmada A549 ve H460 hücre dizileri üzerinde 

borotungustat karboplatine göre daha güçlü bir sitotoksik etki göstermiştir. Farklı çalışmalarla 

farklı anti kanser ilaçlar kullanılarak bu etki karşılaştırılabilir. 

 

İleride yapılacak çalışmalarda farklı kanser hücre dizilerinde, çeşitli kemotöropotik 

ilaçlar ile birlikte borotungstatın kombine verilerek antogonistik/sinerjistik etkilerinin 

araştırılmasıda farklı bir çalışma konusunu oluşturmaktadır. 

 

Uygulanan borotungstat konsantrasyonlarının her iki hücre dizisinde de sitotoksik 

aktiviteyi apoptotik yolla gerçekleştirdiği belirlenmiştir. A549 hücre dizisinde bu etki 

konsantrasyon artışına bağlı olarak yükselmişken, H460 hücre dizisinde böyle bir etkiden 

bahsetmek mümkün olmamıştır. Özellikle borotungstatın A549 hücre dizisinde konsantrasyon 

artışına bağlı olarak daha fazla apoptotik hücre ölümüne neden olduğu tespit edilmiştir. Her iki 

hücre dizisinde de borotungstatın herhangi bir nekrotik etkiye neden olmadığı da yapılan 

çalışma ile gösterilmiştir. 
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Kanserli hücrelerin apoptozdan kaçması tedavi sürecinde en önemli sorunlardan 

birisidir. Bu nedenle borotungstatın apoptotik hücre ölümüne neden olduğunun belirlenmesi 

çalışmamızda elde edilen önemli bir veridir. İleride yapılacak çalışmalarda bu mekanizmanın 

aydınlatılması ile ilgili daha detaylı çalışmalar planlanabilir. Ayrıca farklı hücre dizileri 

üzerindeki etkileride yeni bir çalışma konusu olabilir. 

 

Elde edilen tüm bu veriler ışığında borotungstatın akciğer kanseri tedavisinde 

kullanılabilir bir ilaç olarak geliştirilmesinde yapılacak olan in vivo ve in vitro çalışmalara 

öncülük edeceğini düşünmekteyiz. 
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