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OZET

Polioksometalatlar (POMs), molekiiler cesitlilik gosteren, cesitli elementlerle birlesikler
olusturabilen metal oksijen kiimeleridir. Bu ¢alismada ilk olarak bir polioksometalat olan borotungstat
maddesinin, 10, 25, 50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarindaki hiicre canliligindaki azalma iki farkli insan
akciger kanseri (A549 ve H460) hiicrelerinde MTT yontemi ile incelenmistir. 24 ve 48 saatteki A549
hiicrelerindeki ICso degeri sirasiyla 60 ve 37 uM olarak hesaplanirken, H460 hiicrelerinde 51 ve 31 uM

olarak hesaplanmustir.

Uygulanan 10 pM borotungstat konsantrasyonunun A549 ve H460 hiicre morfolojisi iizerinde
herhangi bir etkisi gézlenmezken, 25, 50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarinin doz artigina bagl olarak

hiicrelerin morfolojisinde degisikliklere neden oldugu belirlenmistir.

Calismada karboplatin ile birlikte verilen borotungstat konsantrasyonlarinin (1:1)
sinerjistik/antogonistik/ etkileri MTT yontemi ile arastirilmistir. Borotungstat ile karboplatin
uygulamasinin ozellikle 24 saatte H460 hiicre dizisi iizerinde daha fazla sitotoksik aktiviteye neden
oldugu ve doz artisina bagli olarak sinerjistik etkinin arttig1 tespit edilmistir. Benzer etki A549 hiicre

dizisinde de gozlenmis olmakla beraber bu sinerjistik etkinin daha zayif oldugu belirlenmistir.

Caligmada son olarak 25, 50 ve 75 pM borotungstat konsantrasyonlarinin olusturdugu
apoptotik/nekrotik etkiyi belirlemek i¢in Hiicre Oliimii Belirleme Kiti kullanilmistir. A549 ve H460
hiicre dizisinde apoptotik hiicre 6liimii goriiliirken, herhangi bir nekrotik etki gozlenmemistir. Calismada
elde edilen veriler borotungstatin akciger kanseri tedavisinde kullanilabilir ilag olarak gelistirilmesinde,

yapilacak olan arastirmalara onciiliik edecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Borotungstat, polioksometalat, akciger 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 uM. Borotungstate reduced survival of A549 and H460 cells. The half maximal
inhibitory concentration values of borotungstate in A549 cells were 60 uM for 24 hours and 37 uM for
48 hours. In H460 cells, it was calculated as 51 pM for 24 hours and 31 uM for 48 hours.

Borotungstate changed the morphology of A549 and H460 cells starting from 25 uM 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.GIRIiS VE AMAC

Kanser; 2018 yilinda diinya genelinde tahmini 18,1 milyon yeni vaka ve 9,6 milyon
oliimden sorumludur (Bray vd., 2018). Diinya genelinde 2030 yilina kadar kanserli yeni vaka
sayisinin 21,6 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir (WHO, 2017).

Diinya genelinde her iki cinsiyette en sik tan1 alan kanser tiirli akciger kanseridir. Teshisi
konulan yeni vakalarin yaklasik %11,6’lik kismii akciger kanseri olusturmaktadir. Ayni
zamanda kansere bagli oliimlerde %18,4 ile ilk sirada yer almaktadir. Akciger kanserinin
tedavisinde yaygin olarak cerrahi tedavi, kemoterapi ve radyoterapi uygulanmaktadir. Fakat

basar1 oran1 bakimindan yeterli oldugu sdylenemez.

Polioksometalatlar (POM’lar), molekiiler c¢esitlilik gosteren, c¢esitli elementlerle
bilesikler olusturabilen metal oksijen kiimeleridir (Changgen vd., 2011). Son on yil icinde,
cesitli polioksometalatlarin antiviral, anti bakteriyel ve antitiimdral gibi farkli biyolojik

etkinliklerinin belirlenmesi bu maddelere kars1 olan ilgiyi arttirmistir.

Calismada ilk kez bor kullanilarak sentezlenen bir polioksometalat tiirii olan
borotungstat maddesinin, farkli konsantrasyonlardaki hiicre canliligi ve apoptoz iizerindeki
etkileri incelenmistir.Yapilan ¢alismada denenen konsantrasyonlarin hem A549 hem de H460
hiicrelerindeki hiicre yasam oranini azaltmistir. A549 hiicrelerinde, hesaplanan ICso degerleri
strasiyla 60 ve 37 uM olarak belirlenmistir. H460 hiicrelerinde ICso degeri sirastyla 51 ve 31

uM olarak yirmi dort ve kirk sekiz saat i¢in belirlenmistir.

Uygulanan 10 uM borotungstat konsantrasyonlarinin A549 ve H460 hiicre morfolojisi
iizerinde herhangi bir etkisi gézlenmezken, 25, 50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarinin doz

artisina bagli olarak hiicrelerin morfolojisinde degisikliklere neden oldugu belirlenmistir.



Calismada ayrica borotungstat ile karboplatin dozlar1 birlikte verilerek sinerjistik
/antogonistik etkileri MTT yontemi ile belirlenmistir. Borotungstat ile karboplatin
uygulamasmin 6zellikle 24 saatte H460 hiicre dizisi iizerinde daha fazla sitotoksik aktiviteye
neden oldugu ve doz artisina bagl olarak bu sinerjistik etkinin artig1 tespit edilmistir. Benzer
etki A549 hiicre dizisinde de gdzlenmis olmakla beraber bu sinerjistik etkinin daha zayif oldugu

belirlenmistir

Uygulanan borotungstat konsantrasyonlarinin her iki hiicre hattinda da sitotoksik
aktiviteyi apoptotik yolla gerceklestirdigi belirlenmistir. A549 hiicre dizisinde bu etki
konsantrasyon artisina bagl olarak yiikselmisken, H460 hiicre dizisinde bdyle bir etkiden
bahsetmek miimkiin olmamustir. Ozellikle borotungstatin A549 hiicre dizisinde konsantrasyon
artisina bagli olarak daha fazla apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugu tespit edilmistir. Her iki
hiicre dizisinde de borotungstatin herhangi bir nekrotik etkiye neden olmadigi da yapilan

calisma ile gosterilmistir.

Calismadan elde edilen veriler 1s181nda, borotungstatin akciger kanserinin tedavisinde
kullanilabilir/gelistirilebilir bir kemoterap6tik ajan olmasi ile ilgili temel bilgiler elde edilmeye

caligilmustir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Kanser Nedir?

Kanser, ¢esitli faktorler sonucu normal hiicrelerin farklilasarak kontrolsiiz olarak
cogalmasi ile tanimlanan, kanserli hiicrelere doniismesi ile ortaya ¢ikan hastaliga verilen genel
isimdir (Erdem vd., 2017). Bulasic1 olmayan hastaliklar glinimiizde kiiresel c¢apta 6liimlerin
cogundan sorumludur. Kanser 21. ylizyilda diinyanin her iilkesinde yasam beklentisinin
artmasinin 6niindeki en dnemli engel olarak goriilmektedir. Bunun sebebi kanserin insidansi ve
mortalitesinin diinya c¢apinda hizla artmasidir. Diinya genelinde; Avrupa, toplam kanser
vakalarinin % 23,4'iinii, Amerika ise % 21'in1 olusturmaktadir. Asya %57,3 ile kansere bagl

olimlerde, goriilme siklig1 en fazla olan bolgedir (Bray vd., 2018).

Kanserin diinya genelinde morbiditenin 6nde gelen bir nedeni oldugunu ve yillik yeni
kanser vakalarinin sayisiyla birlikte artan bir halk saglig1 sorununu kabul ederek, 2012'de kayda
gecen 14,1 milyon yeni vaka sayisinin 2030 yilina kadar 21,6 milyona ¢ikacagi tahmin

edilmektedir (WHO, 2017).

Diinya genelinde her iki cinsiyette de akciger kanseri en sik tani alan kanser tiiriidiir.
Toplam yeni vakalarmm %11,6’sin1 olusturur. Bunu takiben insidansi en yiliksek kanserler
sirastyla meme kanseri, kolorektal kanserler ve prostat kanseri seklindedir. Kansere bagh
mortalite oranlar1 ise akciger kanserinden sonra sirastyla kolorektal kanser (%9,2), mide kanseri

(%8,2) ve karaciger kanseri (%8,2) seklinde siralanmaktadir (Sekil 2,1) (Bray vd., 2018).



2018 yilinda, diinya genelinde, her iki cinsiyet ve tiim yas araliklarini kapsayan kanser vaka sayisi

Akciger
183 876 (11.6%)

Meme
208H B49 (11 B4)

Diger Kanser Tiirleri
8323 793 (465

Kolon
1849 518 (10,2%)

Prostat

1276 106 (7. 1%)

Mide

p 1033 701 (5.7%)

Yemek Borusu Karaciger
572 034 (3.2%) BA1 OHO (3.745)

Toplam: 18.078.957

Sekil 2.1. 2018 yilinda diinya ¢apinda her iki cinsiyeti ve tiim yas araliklarini kapsayan kanserli vaka
sayisi (Bray vd., 2018).

2018 yilinda, Tiirkiye genelinde, her iki cinsiyet ve tiim yas araliklarini kapsayan kanser vaka sayisi

Akciger
34 703 (16.5%)

Diger Kanser Tiirleri
79924 (38%)

Meme

22 345 (10.6%)

Kolon
20 031 (9.5%)

Mesane
11235 (5.3%)

Prostat
17 332 (8.29%)

Mide Tiroit
11 934 (5.7%) 13033 (6.2%)

Toplam: 210.537

Data source: Globacan 2018

Sekil 2.2. 2018 yilinda Tiirkiye genelinde, her iki cinsiyeti ve tiim yas araliklarini kapsayan kanserli vaka
sayisi (Bray vd., 2018).

Tirkiye de her iki cinsiyeti ve tiim yas gruplarini kapsayan, en sik goriilen bes kanser

tiirli sirasiyla; akciger, meme, kolorektal, prostat ve tiroid kanserleridir (Sekil 2.2).



2018 y1l1 verilerine gore Tiirkiye de tiim yas araliklarinda ve her iki cinsiyeti de kapsayan
toplam 210.537 yeni kanser vakasi bulunmaktadir. Oliim sayis1 ise 116.710 kisi olarak
belirlenmistir. Erkeklerde kanserli yeni vaka sayist 118.882 iken kadinlarda 91.655 kisidir.
Erkeklerde kansere bagli 6liim sayis1 74.542 iken kadinlarda 42.168 kisidir (WHO, 2019).

Tiirkiye de 100.000 kiside yapilan genel tarama sonuglarina gore erkeklerde trakea,
brons ve akciger kanseri ilk sirada yer alirken, kadinlarda meme kanseri en ¢ok goriilen kanser

tiirtdir (Sekil 2.3).

ERKEK KADIN

Trakea, Brons, 53.8 Meme
Akciger
Prostat Tiroid
Kolorektal Kolorektal
Msiisie Uterus Korpusu

. Trakea, Brons,
Mide Akciger
Non-Hodgkin Lenfoma Mide

Over

Larinks 6.4

L Non-Hodkgin
Bébrek o3 Lenfoma
Tiroid 6,3 TUterus Serviksi
Pankieas 50 Bevin ve Sinir

Sistemi

Sekil 2.3. 2015 yil1 itibari ile 100.000 kiside yapilan genel tarama sonuglarina gore Tiirkiye’de belirlenen
ilk 10 kanser ¢esidi, (T.C. Saglik Bakanlig1 Halk Saglig1 Genel Miidiirliigii, 2015).

2.2. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, ¢cevresel maruziyetlerden etkilenen, hastalik gelisimi ve ilerlemesinde
genetik ya da epigenetik faktdrlerin rol aldigi heterojen bir hastaliktir (Yang vd., 2020). Akciger
kanseri diinya capinda teshis edilen en yaygin kanser tiirii ve kansere bagli 6liimlerin en biiyiik

nedeni olmaya devam etmektedir.



Hastalik yiikii, niifus artisi, yaslanma ve sigara igme davranisi uluslararasi degiskenlik
gostermektedir. Akciger kanserinde dnemli olan bu faktorler sebebiyle kiiresel ¢apta akciger

kanseri epidemiyolojisi siirekli takip edilmelidir.

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Avrupa Birligi gibi biiyiik ve gelismis iilkelerde
akciger kanseri epidemiyolojisi diizenli olarak rapor edilmektedir. Diinya da tiim akciger kanseri
vakalarinin %49’u sosyoekonomik ve sosyokiiltiirel agidan az ya da orta gelismis iilkelerde

goriilmektedir (Cheng vd., 2016).

1960'l1 yillardan beri akciger kanseri erkeklerde baslica kansere bagli 6lim sebebi
olmasina ragmen, 1990'1 yillardan beri kadinlarda da kansere bagli 6liimlerde meme kanserine

es deger oranlardadir (Reck vd., 2014).

Diinya genelinde, erkeklerde akciger kanseri Dogu Avrupa (6zellikle eski Sovyetler
Birligi'nde), Bati Asya, Kuzey Afrika, Dogu Asya (Cin) ve Giiney-Dogu Asya (Myanmar,
Filipinler ve Endonezya) basta olmak {izere bircok iilkede kansere bagli baslica 6liim nedenidir

(Bray vd., 2018).

Diinya genelinde kadinlar arasinda akciger kanserinin yiiksek insidans oranlari, Kuzey
Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa’da (6zellikle Danimarka ve Hollanda’da) ve Avustralya / Yeni
Zelanda’da goriilmektedir. Cinsiyete gore farklilik egilimleri géz oniine alindiginda, kadin ve
erkeklerde oranlarin birgok Avrupa iilkesinde birbirine yakinlagtigi goriilmektedir. ABD’de
akciger kanseri insidansi oranlar1 geng¢ kadinlar arasinda geng erkeklere gore daha yiiksektir

(Bray vd., 2018).

Akciger kanseri, diinya genelinde hem insidans hem de mortalite agisindan hala
artmaktadir. Bununla birlikte etkili tiitiin kontrol onlemlerine sahip llkelerde, yeni akciger

kanseri insidans1 azalmaya baglamistir (Reck vd., 2014).

Thitlin kullanimi, %80°1ik bir oranla, vakalarda akciger kanserinin ana nedenidir. Asbest,

arsenik, radon ve tiitiinle ilgili olmayan polisiklik aromatik hidrokarbonlara maruz kalma ve i¢



hava kirliligine iligkin hipotezler (6rnegin, komiir yakitli sobalar ve pisirme dumanlari) akciger

kanserinin olusumuna onciiliik eden diger risk faktorleridir (Reck vd., 2014).

Akciger kanseri bulgusunda goriilen belirtiler sekli 2.4’de ki gibi siralanabilir;

Nefes Darhig _ 40%
oksora:  [IEG— o7
Kanh Okstrik [ 17%
Devamly/Sarekli Oksurak [N 14%
Yorguntuk [N 13%
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Kotilegen ciddi oksorik [l 8%
sesBoguklugu [ 6%
Istah Kaybr [ 6%
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Yutkunurken agn ve act . 4%
Boyun bolgesinde lenf siskintizi [ 2%
Parmak Uglannda Gomaklagma | 1%
Diger - 6%
sitieeen. [ 25

Sekil 2.4. Akciger kanseri bulgusunda siklikla karsilasilan belirtiler (Global Lung Cancer Coalition,
2013)

Akciger kanserinin birbirinden patolojik olarak ayirt edilebilen iki ana formu mevcuttur.
Bunlardan birincisi Kii¢iik hiicreli dist akciger kanseri (KHDAK) ve ikincisi kii¢lik hiicreli
akciger kanseri (KHAK) olarak isimlendirilmistir (Duma vd., 2019).



Adenokarsinom Buyitk Hilcreli Karsinom

Sekil 2.5. Akciger kanseri tiirleri ve olusum bolgeleri (Seyhan, 2017)

Kiigiik hiicreli akciger kanseri tiim akciger kanseri alt tiplerinin sadece % 13'lini
olusturur. Kiiciik hiicreli akciger kanserinin insidansi genel olarak azalmasina ragmen,
kadinlarda goriilme siklig1 erkeklere gore artmaktadir. Kiiglik hiicreli akciger kanseri, sigara
kullanimut ile en fazla iligkili olan akciger kanseri alt tipidir. Kiiciik hiicreli akciger kanseri tanisi
alan hastalarin% 90'indan fazlasi su anda veya ge¢miste tiitiin kullanicilaridir. Kiigiik hiicreli
akciger karsinomunun gelisme oraninin giinliik olarak tiiketilen sigara sayisi ve sigara

kullaniminin baglama yas ile iliskili oldugunu bildirmistir (Kastner vd., 2019).

Akciger kanserinin yaklasik %85°1 kiiciik hiicreli dis1 (KHDAK) akciger kanserleridir
(Langer, 2010). Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri agresif bir tiirdiir. Tan1 aninda bolgesel ya
da uzak metastaz siklig1 %70 kadar yiiksektir (Guarino vd., 2002).

2.2.1. Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri Tedavisi

Akciger kanserinin yaklasik %85°1 kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseridir (KHDAK).
KHDALK, kiigiik hiicreli bir bilesen igermeyen malign epitelyal akciger tlimori olarak tanimlanir

(Langer vd., 2010).



Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinin ana alt tipleri; adenokarsinom, skuaméz hiicreli

karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom seklinde siralanabilir.

Adenokarsinomlar en sik goriilen kiiglik hiicreli dis1 akciger kanseri tiiriidiir. Yaklagik

olarak kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri tiirlerinin %50’sini olusturmaktadir (Langer vd., 2010).

Adenokarsinomlar, glandiiler farklilasmasi olan malign epitelyal tiimdrlerdir. Bu
tlimorler alveoler, bronsiyal veya bronsiyol epitel hiicrelerinden tiiretilir. Adenokarsinomlu
hastalarin yaklasik % 20'sinde tani sirasinda uzak metastazlar vardir; Yaygin metastatik bolgeler

arasinda beyin, kemik, adrenal bezler ve karaciger bulunur (Langer vd., 2010).

1950 yilindan bu zamana kadar, akciger adenokarsinomu kadinlarda her zaman
erkeklerden daha yaygin olarak goriilmiistiir. Kadinlarda adenokarsinom oraniin daha yiiksek
olmasinin nedeni, akciger tiimor dokularinda Gstrojen steroid reseptdrlerinin bulunmasi ve
akciger kanserinin gelisiminde hormonal faktorlerin etkinliginin olduguna dair ¢alismalar ile
kanitlanmistir (Wynder ve Muscat, 1995). Sigara i¢ilmesinde bir azalma olmasina ragmen,

akciger adenokarsinomu orani diger alt tiplere kiyasla siirekli artmaktadir (Kastner vd., 2019).

Skuamoz hiicreli karsinomlar; kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri tiirleri i¢inde ikinci
sirada yer alir. Epidermoid karsinom olarak da isimlendirilmektedir. Skuaméz hiicreli
karsinomlar akciger kanserlerinin % 25 ila% 30'unu temsil eder; hava yolu epitelinde bulunan

hiicrelerden ortaya ¢ikma egilimindedirler (Duma vd., 2019).

Skuamo6z hiicreli karsinomlar, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri tiirlerinin yaklagik
%30’unu olusturmaktadir. Genellikle merkezi bir konumda bulunan skuaméz hiicreli
karsinomlar sigara igme Oykiisii ile iliskilidir Erkeklerde kadinlara gore daha sik goriilmektedir

(Wynder ve Muscat, 1995).

Biiytik hiicreli akciger karsinomu, en az goriilen kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri

tiiriidiir. Biiyiik hiicreli akciger karsinomu, tiim akciger kanserlerinin yaklasik % 5 ila% 10'unu
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olusturur. Bu tiimorler bol sitoplazmaya sahip biiyiik hiicrelerden ve biiyiik niikleollerden olusur
(Duma vd., 2019). Morfolojik olarak iri hiicrelerdir. Belirgin niikleoluslara sahip tiimdrlerdir
(Yener, 2010). Cerrahi olarak rezeke edilen tiimorler biiytik hiicreli akciger karsinomlari olarak

kabul edilir (Kastner vd., 2019).

Cogu akciger kanseri sigaradan kaynaklanir, ancak bu iligkinin giicii histolojik alt tipler
arasinda farklilik gosterir. Skuamdz hiicreli karsinomun ve 6zellikle kiiciik hiicreli akciger
kanserinin neredeyse sadece sigaraya bagli oldugu diisiiniiliirken, adenokarsinomlarin sigara ile

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

Gectigimiz on yilda akciger kanseri teshisi ve tedavisinde en biiyiik gelismelerden biri,
tedavi kararlarinin hastanin tiimoriiniin spesifik histolojik ve genetik 6zelliklerine dayandigi
kisisellestirilmis tedavi yontemleridir. Ozellikle kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserine yonelik
yeni tedaviler i¢in, tiimor histolojisi hekimler adina 6nem tegkil etmektedir. Bu histolojik
farkliliklar ayn1 organdan koken alsa bile farkli molekiiler 6zellikler sergiler. Hastaligin tedavisi

icin bu molekiiler farkliliklar g6z oniine alinmalidir.

Akciger kanserinde baslica lic tedavi secenegi bulunur. Bunlar; cerrahi tedavi,

kemoterapi ve radyoterapidir.

Cerrahi tedavi; kanser yaygin sekilde yayilmadiysa (evre I ve II), tiimoriin ameliyatla
alinmasi seklindedir. Kiiglik hiicreli dis1 akciger kanseri i¢in tercih edilen ve en etkili tedavi
yontemidir. Cerrahi tedavi segenegi, radyoterapi ve kemoterapi ile birlikte uygulanabildigi gibi

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

Kemoterapi, lokal ileri ve metastatik hastaligi olan bireyler i¢in uygundur. Akciger
kanserinin % 70'e yakini lokal ileri veya metastatiktir. Genellikle II. ve III. evrede tercih

edilmektedir (Molina vd., 2008).

Kiictik hiicreli akciger kanseri tedavisinde kemoterapodtik ajanlar kullanilmaktadir.

Ancak kiictik hiicreli dis1 akciger kanseri siklikla tekrarlamaktadir. Farkli tipte akciger kanseri
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olan hastalar, farkli kemoterapi ilaglarinin kombinasyonlar1 almaktadirlar. Bunlara 6rnek
olarak; karboplatin bazl tedavilerden gemsitabin/karboplatin, dosetaksel/karboplatin kombine

tedavileri gosterilebilir (Booton vd., 2006).

Radyoterapi, kanserli hiicreleri hedefli 1sinlar kullanarak 6ldiirmeyi amaglayan, kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri tedavisinde de kullanilan bir yontemdir. Istenilen bélgeye 6zel tedavi
imkan1 saglar. Cerrahi tedavi dncesinde tiimdr boyutunun kiiglilmesi i¢in tercih edilmektedir
(Baykara, 2016). Giinlimiizde, III evre akciger kanseri tedavisinde kullanilmaktadir. (Spiro ve

Porter, 2002).

Akciger kanserinin tan1 ve tedavisi karmagik olabilir. Bu sebeple giiniimiiz de kullanilan
ilaglardan daha etkili ve normal hiicreler lizerinde daha az yan etkiye sahip kimyasal maddelerin
arayist siirmektedir. Ozellikle molekiil odakli akilli ilaglar akciger kanseri gibi agresif
hastaliklarda siklikla tercih edilmektedir. Bu akilli ilaglara 6rnek olarak; Tarceva 25mg (Roche),
Tagrisso 40-80 mg ile Iressa 250 mg film kapli tablet (Astra Zeneca) Zykadia 150 mg kapsiil

(Novartis) ornek verilebilir.

2.3. Bor, Bor Bilesikleri ve Kullamim Alanlari

Bor (B), Fransiz Kimyac1 Gay-Lussac ve Ingiliz kimyact Humphry Davy tarafindan
1808’de kesfedilmistir (Davy, 1808). Atom numarasit 5, atom agirhigr 10.81'g dir. Periyodik
tablonun IITA grubunda metalle ametal arasi yari iletken Ozelliklere sahip bir elementtir

(USEPA, 2004).

Bor dogada asla element formunda bulunmaz. '°B (19.78%) and "B (80.22%)
izotoplarmin bir karigimi olarak bulunur. Elementel bor, oda sicakliginda, kati1 halde bulunur.

Saf olmadig1 durumlarda sar1 veya kahverengi amorf toz seklindedir (WHO, 2009).

Diinyadaki 6nemli bor yataklar1 Tiirkiye, Rusya ve ABD olup diinya ticari bor rezervleri

4 bolgede toplanmaktadir. Bunlar; ABD Kaliforniya Eyaletinin giineyinde yer alan “Mojave
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Coli”, Gliney Amerika’da yer alan “And Kemeri”, Tiirkiye’nin de yer aldig1 “Giiney-Orta Asya
Orojenik Kemeri” ve Dogu Rusya’dir (Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii, 2018).

Turkisye 948.T712 734
Ruswva 10O OO T
A BD. B0.000 6.2
Peru 22 000 17
Arjantin 9000 0.7
Cim 36,000 2.8
Bolivya 19 000 1.5
Pala 41 000 3.2
Kazakistan 15,000 2

Sirbistan 21 000 1.6

Cizelge 2.1.Diinya bor rezervlerinin iilkelere gére dagilimi (Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii,
2018).

Tiirkiye, bor cevheri rezervlerinin % 73’iline sahiptir. Ayn1 zamanda bor cevherlerinin
kalitesi ile de diinyada ilk sirada yer almaktadir. Tiirkiye’yi % 7, 7°lik bir oranla Rusya takip
etmektedir (Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii, 2018).

Tirkiye de bilinen bor yataklar1 Kirka/Eskisehir, Bigadi¢/Balikesir, Kestelek/Bursa ve
Emet/Kiitahya’da bulunmaktadir. Ulkemizde 2840 sayili kanun ile bor madenlerinin iiretilmesi
isletilmesi ve pazarlanmas: ile ilgili faaliyetler Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii

tarafindan yiiriitiilmektedir. (Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii, 2018).
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Diinyanin en stratejik madeni olarak kabul edilen bor, niikleer sanayi, giibre sanayi, ilag
sanayi, otomobil sanayisi gibi farkl1 400’1 askin alanda kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan
klinik c¢alismalarda bor madeninin saglik alaninda kullanimina iliskin 6nemli bilgiler elde

edilmistir.

Havada, suda ve toprakta 250’den fazla bor minerali vardir. Bor dogada serbest olarak
bulunmadig: i¢in genellikle diger elementlerin oksitleriyle birlikte B2Os (bor oksit) bulunur

(Kemp, 1956).

Havada suda ve toprakta mevcut olan bor bilesikleri insanlara 6ncelikli olarak besinler
ve igme suyu ile iletilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’ne gore igme suyunda bulunan bor miktar1

0,1-0,3 mg/L arasinda degismektedir (WHO, 1998).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority, EFSA) i¢cme
sularinin giinliik bor alimimiza 0, 2-0, 6 mg/gilin olacak sekilde katki yaptigini1 bildirmektedir
(EFSA, 2004). Ayrica, Amerika Gida Takviyesi Veri Tabanina (The Dietary Supplement Label
Database) gore 2357 farkli gida takviyesinde bor bulunmaktadir (Kuru ve Yarat, 2017). Doku

ve viicut sivilarinda bor elementi ¢ogunlukla borik asit formundadir.

Giinliik bor alimi, yiyecek se¢imine, bazi kisisel {irlinlerin kullanimina ve suyun bor
icerigine bagh olarak degismektedir. Genel bor alimi i¢in rapor edilen degerler degisebilir.
Ornegin, Avrupa Birligi'nde 0, 8-1, 9 mg iken Amerika Birlesik Devletleri'nde 1,7-7 mg bor
alimi mevcuttur. Bu farkliliklar, yliksek enerjili gidalarin bollugu ile lif ve bitki proteinleri
bakimindan zengin gida iiriinlerindeki bolgesel farkliliklardan kaynaklanabilir. Buna ragmen
insan viicudu i¢in gerekli olan bor miktarlar1 belirsizligini korumaktadir. Bunu bilmek borun
biyolojik fonksiyonlarmin diizenlenmesi hakkinda daha fazla bilgi verecektir. Insanlarin en az
0,2 mg bora ihtiya¢ duydugu ve yenilen yemeklerin yaklagitk 1-2 mg bor igermesi
onerilmektedir. Genel olarak giinliik 1,5-3 mg bor alimma izin verilmektedir. Yetiskinlerde

tolere edilebilir en yiiksek bor alim miktar1 20 mg’dir (Scorei ve Popa, 2010).
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Bor bilesiklerinin oral yolla alindiginda, gastrointestinal sistemde hizl1 bir sekilde borik
aside doniistiiriildiigli, neredeyse tamaminin borik asit seklinde emilerek kan araciligi ile

dokulara dagildig1 belirtilmektedir (Jansen vd., 1984).

Bor, anyonik bir element oldugu i¢in bobreklerden hizli bir sekilde emilip atilir. Jansen

vd., borik asidin %90-95’inin idrarla atildigin1 belirtmislerdir (Jansen vd., 1984).

Literatiirlerde, insan ve hayvan dokular lizerinde ki borun biyokimyasal mekanizmasi
ile ilgili bilgiler yetersizdir. Ancak bilindigi kadariyla borun, cis-hidroksil grubu bulunduran
biyomolekiiller (adenozin-5-fosfat, piridoksin, dehidroaskorbik asit, polisakkaritler, piridin,
riboflavin vd.) ile reaksiyona girebilecegi belirtilmektedir. Borun bu ¢esitli biyomolekiiller ile
reaksiyon olusturabilmesi ve ayni zamanda diisiik atom agirhigina sahip olmasi, biyolojik
fonksiyonlar agisindan 6nem teskil etmektedir. Bununla birlikte borun hormon reseptorleri,
hiicre zar1 fonksiyonlar1 ve stabilitesinde etkin rol oynadigi diisiiniilmektedir (Kabu ve

Akosman, 2013).

Diisiik bor aliminin birgok genel saglik sorununa yol agtigr tespit edilmistir. Bor
eksikliginin de en sik goriilen belirtiler arasinda artrit, hafiza kaybi, osteoporoz, dejeneratif ve
yumusak kikirdak rahatsizliklari, hormonal dengesizlik ve libidoda diisme sayilabilir (Scorei ve

Popa, 2010).

Son yillarda ise yapilan ¢alismalarda borlu bilesiklerin kanserli hiicrelerin ¢ogalmasi
iizerindeki etkileri ile ilgili farkli caligmalar yapilmistir. Yapilan ¢alismalar da borlu bilesiklerin
anti kanser aktivitesi lizerinde durulmustur. Calismalarda prostat kanseri ile bor alim1 arasinda
ters orant1 oldugu tespit edilmistir. Borik asit kullaniminin, farelerde prostat tiimorlerinin
goriilme sikligini azalttig1 rapor edilmistir. Ancak bu korelasyonun sebebi halen belirsizligini

siirdiirmektedir (Scorei ve Popa, 2010).

Bor diisiik atom agirligina sahip oldugundan ve kimyasi nétrofilik ile elektrofilik
reaktivite icerdiginden, c¢esitli hastaliklara karsi antiviral, antibakteriyal ve antifungal

biyomedikal uygulamalara sahip yeni bir molekiil sinifin1 temsil etmektedir.
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Yakin gelecekte, bor iceren bazi ilaglarin piyasada mevcut ilaglardan daha iyi etkinlik

ve etkiye sahip olmasi beklenmektedir.

Son doénemde yapilan calismalarda g¢esitli bor igeren bilesiklerin kanserli hiicrelerin
cogalmast iizerinde baskilayici etkilerinin oldugu da rapor edilmistir. Ornegin; Talabostat, borlu
bir bilesiktir. Talabostat; sitokinlerin ve kemokinlerin iiretimini artirarak, makrofajlarin,
nétrofillerin, T-hiicresinden bagimsiz olacak sekilde anti timdr aktivitesini uyararak, tlimore
0zgli T-hiicresinin bagisikligim1 arttirir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri tedavisi igin

docetaxel ile bir ilag kombinasyonu olarak klinik deneylere girmistir (Das vd.,2013).

Ayrica aktif madde olarak borla klinik kullanimda olan tek ilag Bortezomib (Velcade®),
2003 yilinda multiplmiyelom (Richardson vd., 2005) ve Hodgkin lenfomasinin (Goy vd., 2005)

tedavisi i¢in proteazom inhibitorii olarak onaylamistir.

Bortezomib’in anti kanser aktivitesi, apoptozise neden olan hiicre i¢i kalsiyum
metabolizmasi diizensizliginden sorumludur. Ayn1 zamanda hiicre ddngiisiinii bloke eder.
Bortezomib tek basina veya kombine olarak, meme kanseri, akciger, kolon, prostat ve pankreas

gibi kat1 timdrlerin tedavisi i¢in arastirilmaktadir (Das vd.,2013).

2.4. Polioksometalatlar ve Genel Ozellikleri

Polioksometalatlar (POMs), analitik kimya, tip, kataliz ve malzeme bilimi alanlarinda
yaygin olarak kullanilan 6nemli inorganik bilesiklerdir. Tungsten (W), molibden (Mo),
vanadyum (V), niyobyum (Nb), antimon (Sb) vb. gibi erken gecis metali iyonlarini igeren ve
etrafinda bulunan oksijen atomlari ile bir kiime olusturan negatif yiiklii inorganik maddelerdir
(Changgen vd., 2011). Polioksometalatlar genellikle amonyum metali veya organometalik

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

Polioksometalatlar; sekil, boyut ve yapisal 6zellikler agisindan olaganiistii ¢esitlilik
sergileyen oksit anyonlar1 ile bagli metal katyonlarin olusturdugu oksit kiimeleridir. Yapisi

Keggin tarafindan tespit edilmistir (Keggin, 1933).
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Sekil 2.6. Polioksometalat tiplerinin polihedral gosterimleri A. [M6019]n- (Lindqvist yap1), B.
[M07024]6-, C. [XM6024]n- (Anderson yapi1), D. [XM12040]n- (Keggin yap1), E. [X2M18062]n-
(Dawson yap1) (Hasenknopf, 2005).

Polioksometalatlar biiyiileyici yapilar1 ve katalitik, fotovoltaik, manyetik ve
elektrokimyasal 6zellikleri nedeniyle tip ve malzeme bilimi alanlarinda genis ilgi ¢eken metal
oksijen kiimeleri siifidir. (Menon vd., 2011). Polioksometalatlarin yapisina neredeyse her ¢esit
element eklenebilir ve bu durum cok ¢esitli yap1 ve ozellik c¢esitliligine yol acar (Hasenknopf,
2005). Ayrica, molekiiler cesitlilik gostermesi, kolay ve ucuz sentez edilebilmesi ise ilag
calismalarinda kolaylik saglamaktadir. Bununla birlikte c¢aligmalarda polioksometalatlarin

hiicre igine gecebildigi de rapor edilmistir (Bijelic vd., 2019).

Polioksometalat bilesikleri 1 ile 3 nm arasinda degisen boyutlara sahiptir. Bu bilesiklerin
cevresine 0zel ylizey gruplarinin eklenmesi 5 nm'den biiyiik boyutlu organize yapilara neden
olabilir. Memeli organizmalarin hiicreleri tipik olarak 10-30 uM capindadir. Bununla birlikte,
subseliiler organel boyutlar1 daha kiigiiktiir. Bu boyutlarin karsilagtirilmasi, polioksometalatlarin
canli sistemlerde spesifik etkilesimlere ulagsmak i¢in ideal bilesikler oldugunu gostermektedir

(Stephan vd., 2013).

Ik olarak gesitli polioksometalatlarin antiviral ve anti bakteriyel gibi farkli biyolojik
aktiviteleri belirlenmistir (Yamase, 2005). 1970 yilinda Chermann vd., ilk olarak, fare 16semi

ve sarkoma virilislerinin giiglii bir inhibitorii olan ‘silikotungstik asit siipernatantlar1’
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bildirmisleridir (Chermann vd., 1970). O zamandan beri, bir¢ok polioksometalat ¢esidinin

antiviral ve antibakteriyal ilag potansiyeline sahip oldugu kesfedilmistir. (Yamase, 2005).

Ayrica, polioksometalatlar gesitli elementler ile birlesikler olusturabilmektedirler. Bu
baglamda, gec¢is metali (W, Mo, V, Nb) ve oksijen atomlarinin olusturdugu kiimeler olarak
tanimlanan polioksometalatlarin, son yillarda umut verici antikanser ilag adaylari oldugu

disiiniilmektedir.

Yapilan c¢aligmalarda amino asit (Li vd., 2004), siilfanilamid (Liu vd., 1988) ve 5-
florourasil (Li vd., 2005) gibi organik gruplar tarafindan islevsellestirilen polioksometalatlarin,
onemli bir anti timdr potansiyele sahip oldugunu ortaya koymustur. Polioksometalatlarin anti

tiimdr mekanizmasi, redoks reaksiyonuna dayanmaktadir (Yamase, 1993).

Polioksometalatlarin anti kanser aktivitesi ilk olarak 1965 yilinda Mukherjee'nin
gastrointestinal kanserli hastalar lizerinde PTMC, Hs [PW12040], Hs [PM012040] ve kafeinin
iceren bir kombinasyonu in vivo uygulamasi ile belirlenmistir. Sonugta denenen dort hastada
tiimdrlerin tamamen kaybolmasina neden olmasina ragmen, bu kombinasyon daha ileri klinik

caligmalara tabi tutulmamistir (Mukherjee, 1965).

Daha sonra Jasmin vd., 1974 yilinda (NH4)17Na [NaSboW2:0ss]'nin sarkoma virtisiiniin
neden oldugu tiimérlere kars1 inhibe edici etkisi oldugunu rapor etmisleridir. Ozellikle Yamase
vd., sentezledikleri [NHsPris] [M070.4] (PM-8) adl1 polioksometalat bilesiginin in vitro ve vivo
antikanser aktivitesine bakarak polioksometalatlar ile ilgili yapilacak g¢alismalara Onciiliik
etmistir. PM-8, 5-floroiirasil (5-FU) ve nimustin gibi onaylanmis ilaglardan kismen daha aktif
olan farkli fare modellerinde tiimor biiylimesini baskilayarak in vivo olarak oldukca etkili

oldugu da rapor edilmistir (Bijelic vd., 2019).

Polioksometalatlarin organik gruplarla islevsellestirilmesi, biyoaktif polioksometalatlar
alaninin ana odagidir, polioksometalatlar, yiizey 6zelliklerinden dolay1 genellikle toksik yan
etkiler ve sinirli hiicre penetrasyon aktivitesi sergilerler. Organik parcalarin polioksometalatlar

cergevesine dahil edilmesi, yiizeyini, ylikiinii, polaritesini ve redoks 6zelliklerini degistirebilir.
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Bu durum, azaltilmis toksisite ve arttiritlmig hiicre penetrasyon kabiliyetine sahip tamamen yeni
bir bilesige yol agabilir. Organik olarak modifiye edilmis polioksometalatlar, genel olarak sulu
cozeltilerde daha stabildir. Buna bagli olarak biyolojik hedeflerle etkilesimleri daha geligmis ve
daha spesifiktir (Bijelic vd., 2019).

Hiicre cogalmasini baskilayici bir ilacin antiproliferatif aktivitesi, hiicresel alim derecesi
ile dogrudan iligkilidir. Polioksometalatlarin kanser hiicrelerine niifuz edebildigi kabul
edilmektedir, ¢linkii bir¢ok c¢alisma sitoplazmik bosluk i¢indeki konumlarini deneysel olarak
dogrulamistir. Polioksometalatlarin ¢ogunlukla hiicreler tarafindan bir ¢esit endositoz

tarafindan alindig1 varsayilmaktadir (Bijelic vd., 2019).
2.5. Borotungstat

Bir polioksometalat ¢esidi olan tungsten, gecis metalleri ile bilesik olusturmaktadir.
Deneylerde kullanilan bilesigimiz bor gec¢is metali olarak kullanilmis ve tungsten ile kararli bir

bilesik olusturmustur.

Molekiiliin kapali formiilii Kis [Ni (H20) 6]2[BW12040]2.48H20 seklindedir. Molekiiliin
acik formiilii ise sekil 2.7’de belirtilmistir (Olgun vd., 2017).

Sekil 2.7. Kus [Ni (HzO) 6]2[BW12040]4.481‘EO (Olgun Vd., 2017).
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Borotungstatin akciger kanseri hiicreleri lizerinde ki sitotoksik ve apoptotik etkileri ilk

defa bu calismada arastirilmistir.

Borotungstatin A549 ve H460 hiicre dizilerinde konsantrasyon ve zamana bagli olarak
denenmesi sonucu olusan morfolojik degisimler incelenmistir. Ardindan, akciger kanseri
tedavisinde siklikla tercih edilen karboplatin ile birlikte kombine verilerek akciger kanseri hiicre
dizilerindeki antogonistik/sinerjistik etkinlik incelenmistir. Son olarak borotungstatin apoptotik

stiregteki etkinligi A549 ve H460 hiicre dizileri lizerinde ¢aligilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullamlan Hiicre Dizilerinin Temini ve Cogaltilmasi

Calismada, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ¢esitlerinden insan akciger
adenokarsinomu (A549), biiytik hiicreli akciger karsinomu i¢in ise insan biiyiik hiicreli akciger
karsinomu (H460) hiicre dizisi Amerikan Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC) satin alinarak

kullanilmustr.

3.2. Hiicre Dizilerinin Kiiltiire Alinmasi

Hiicre kiiltiirii islemleri steril kabin i¢inde gergeklestirilmis ve her ¢calismadan 30 ile 45
dakika once laboratuvar ortami ve kabin i¢i ultraviyole lamba yardimi ile steril edilmistir.
Hiicreler, %1 Penisilin-Streptomisin, %10 FBS i¢ceren DMEM besiyeri icerisinde yirmi bes

cm?’lik 6zel hiicre kiiltiirti kaplarinda ¢ogaltilmistir.

3.3. Hiicre Dizilerinin Pasajlanmasi

Hiicrelerin yogunlugu kiiltiir kabinin %70-80’ini kapladiginda kiiltiir kabindaki sivi
besiyeri pipet yardimiyla uzaklastirilmistir. Hiicrelerin tabandan ayrilmasi igin Tripsin-EDTA
sollisyonu ortama ilave edilmis ve 5 dakika muamele edilmistir. Daha sonra hiicreler, mikroskop
altinda kontrol edilmis ve igerisinde 9 mL besiyeri olan eppendorf tiipiine konularak 1200

devir/dakika 10 °C’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Siipernatantin tamami dokiildiikten sonra, 1-2 mL besiyeri eklenerek dipte kalan
hiicreler pipet yardimiyla homojen hale getirilmis, 10 mL besiyeri igeren 75 cm?’lik kiiltiir

kaplarina konularak ¢ogalmalari i¢in tekrar inkiibatdre kaldirilmistir.
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Kiiltiir kaplarindaki hiicreler, ters 151k mikroskobu kullanilarak canlilik, ¢ogalma ve
kontaminasyon bakimindan giinliik olarak takip edilmis ve iki giinde bir besi yerleri

yenilenmistir.

3.4. Hiicrelerin Sayim

Deneye alinacak hiicrelerin sayiminda canli hiicre ile 6lii hiicreleri ayirt etmekte
kullanilan bir boyama yodntemi olan tripan mavisi tercih edilmistir. Bu boyama yonteminde 6lii
hiicreler hiicre zar1 biitiinliiglinti kaybettigi i¢in tripan mavisi boyasini iglerine kontrolsiiz olarak
alirlar. Fakat canli hiicrelerin hiicre zarlar1 saglam oldugu icin boyay1 i¢lerine almamalari

nedeniyle boyanmazlar.Hiicre sayim cihazi canli hiicrelerin sayimi amaciyla kullanilmigtir.

3.5. Hiicrelerin Ekilmesi ve Ila¢ Konsantrasyonlarimin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan borotungstat icin 10 mM’lik, ana stok hazirlanmis, madde saf su
ile ¢ozlilmiistiir. Deneyde kullanilacak olan konsantrasyonlar ise DMEM besiyeri kullanilarak

elde edilmistir (Cizelge 3.1).

Canli hiicre sayimi sonunda, kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna 1x10* hiicre olacak
sekilde 100 pL hacim i¢inde ekim yapilmistir. Hiicreler 24 saatlik siire ile inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 100 pL hacim i¢inde olacak sekilde konsantrasyonlar

kuyucuklara eklenmistir

Negatif kontrol grubu olarak borotungstat igermeyen kuyulara sadece 100 uL besiyeri

konmustur.



Cizelge 3.1. Borotungstat konsantrasyonlari

Sira

Borotungstat Konsantrasyonlari

Kontrol

10 uM Borotungstat

25 uM Borotungstat

50 uM Borotungstat

75 uM Borotungstat

Q| | K| W N -

100 pM Borotungstat

Calismada pozitif kontrol olarak toz halde

22

bulunan karboplatin (Carbodex)

kullanilmistir. Karboplatin 10 mM’lik ana stok olacak sekilde saf su ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

Deneylerde DMEM igerisinde seyreltilen 10, 25, 50, 75 ve 100 uM’lik karboplatin dozlar

uygulanmistir (Cizelge 3.2).

Hazirlanan dozlar kuyucuklara 100 pL hacim i¢inde olacak sekilde 24 ve 48 saat siire

ile uygulanmustir. Ilag igermeyen kuyucuklara sadece 100 pL besiyeri konularak kontrol grubu

olarak kullanilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in 8 kuyu kullanilmis ve her bir deney birbirinden

bagimsiz ili¢ kez denenmistir.

Cizelge 3.2. Karboplatin Dozlar1

Sira Karboplatin Dozlar
1 Kontrol

3 10 uM Karboplatin

4 25 uM Karboplatin

5 50 uM Karboplatin

6 75 uM Karboplatin

7 100 uM Karboplatin
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3.6. Hiicrelerin Ters Isik Mikroskobunda Goriintiilenmesi

Borotungstat konsantrasyonlari1 ile muamele edilen A549 ve H460 hiicrelerinde
konsantrasyon ve zamana bagli olarak gozlemlenen morfolojik degisiklikler inverted mikroskop
(Nikon Eclipse, TC100) yardimiyla incelenmistir. Goriintilleme Kameram 21 programi ile

goriintiilenmistir.

3.7. MTT Analizi ile Sitotoksik Aktivitenin Arastirilmasi

Borotungstat ile karboplatin konsantrasyonlarinin A549 ve H460 hiicre dizileri
iizerindeki sitotoksik etkisi 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT)
yontemi ile belirlenmistir. Mossmann tarafindan tanimlanip ve Alley ve arkadaglar1 tarafindan
gelistirilen (Mossman, 1983; Alley vd., 1988) bu yontemde mitokondriyal aktivitesi yliksek ve

hizl1 ¢ogalan hiicre dizileri siklikla tercih edilmektedir.

MTT, hiicrelere aktif olarak alinabilen ve mitokondriye bagli bir dizi reaksiyonla mor
renkli, suda ¢oziilmeyen formazana indirgenebilen bir boyadir. Hiicrede boyanin tetrazolium
halkasi, mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi ile pargalandiginda, sar1 renkli MTT
boyasi, koyu mavi-mor suda ¢oziilmeyen formazana doniismektedir (Sekil 3.1). Formazan hiicre
zarmi gecemedigi icin hiicrenin i¢inde toplanir. Bu yontemde hiicrelerin MTT boyasini
indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin 6l¢iitli olarak alinmaktadir. Sonug olarak, 96 kuyucuklu
kiiltiir kaplarindaki boyanin yogunlugu canli hiicre sayis1 ile dogru orant1 gostermektedir

(Meerloo vd., 2011; Kismal1 ve Sel, 2012).
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MTT Formazan

Sekil 3.1. Mitokondride MTT boyasinin formazana indirgenme reaksiyonu (Stockert vd., 2012)

Her deneyden 6nce taze olarak hazirlanan MTT (5 mg/mL), muamele siireleri bittiginde
kiiltiir kaplarindaki kuyucuklara 20 pL olacak sekilde eklenmistir. Ardindan kiiltiir kaplar1 37
°C’de %5 CO’li ortamda 4 saat inkiibe edilmigtir. Muamele sonunda kiiltiir kaplarimin igerigi
alinmustir.Ardindan kuyulara 100 pL. DMSO soliisyonu eklenmistir. Olgiimler mikroplaka
okuyucu (Bio-Tek, Powerwawe XS) ile 550 nm dalga boyunda yapilmistir. Hiicre canlilig1 i¢in
asagidaki formil kullanilmistir (Oztopcu-Vatan vd., 2015).

Hiicre Canlilig1 (%): Ilag verilen her bir kuyucuktaki hiicre absorbans1 x100

Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi

Deneyler birbirinden bagimsiz olarak {i¢ kere yapilmis ve elde edilen veriler SPSS
programinda dnce tek yonlii varyans analizi ANOVA ile incelenmistir. Daha sonra verilerin
analizi Tukey’in ¢ok yonlii karsilastirma yontemiyle degerlendirilmistir. p<0,05, anlamlilik
diizeyi olarak belirlenmistir. Ayrica istatistiksel degerlendirmesi yapilmis olan verilerin
grafiklerinde anlamliliklar (*) isareti ile gosterilerilerek, Microsoft Excel (Office 2015)

programi kullanilarak ¢izilmistir.
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3.8. Borotungstat ve Karboplatin Konsantrasyonlarinin Kombine Olarak Uygulanmasi

Karboplatin akciger kanseri tanisi1 konulan hastalarin kemoterapisinde siklikla tercih
edilen bir kemoterapdtik bir ajandir. Calismada her iki hiicre dizisinde de, borotungstat
konsantrasyonlar1 ile birlikte 1:1 oraninda kombine olarak uygulanan karboplatin dozlarinin
antagonistik/sinerjistik etkilesimleri doza ve zamana bagli olarak arastirilmistir. Kontrol
grubunun absorbans degerine gore kuyucuklardaki absorbans degerlerinin ylizdesi *’
Sitotoksisite (%) = Doz grubunun absorbans1 x100 / Kontrol grubunun absorbansi’” formiiliine
gore hesaplanmistir. Deneyler birbirinden bagimsiz olarak ii¢ kere yapilmis ve elde edilen
veriler SPSS programinda once tek yonlii varyans analizi ANOVA ile incelenmistir. Daha sonra
verilerin analizi Tukey’in ¢ok yonlii karsilagtirma yontemiyle degerlendirilmistir. p<0,05,
anlamlilik diizeyi olarak belirlenmistir. Ayrica istatistiksel degerlendirmesi yapilmis olan

verilerin grafiklerinde anlamliliklar (*) isareti ile gosterilerilerek, Microsoft Excel (Office 2015)

programi kullanilarak ¢izilmistir.

Borotungstat ve karboplatin arasindaki sinerjistik/antagonistik etkilesim ‘lac etkilesimi
katsayis1 = (Kombine doz absorbansi / borotungstat absorbansi x karboplatin absorbansi) x 100’
formiiliine gore belirlenmistir. Ilag etkilesimi katsayis1 <1 igin sinerjistik etkilesim, Ilag

etkilesimi katsayis1 >1 i¢in antagonistik etkilesim oldugu ifade edilmistir (Daphu vd., 2014).

3.9. DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi

Calisilan hiicrelerdeki, DNA fragmentasyonunun tespit edilmesi amaciyla Roche firmasi

tarafindan iiretilen Hiicre Oliimii Belirleme Kiti denenmistir.

Deneylerde, her iki hiicre dizisi 24 saat siire ile MTT yonteminden elde edilen verilere
gore secilen borotungstat konsantrasyonlarina ile maruz birakilmistir. Tim islemler sirastyla kit
protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. Her bir kuyuda, A549 ve H460 hiicreleri 1x10*

hiicre olacak sekilde ekilmistir ve 24 saat siire inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon siiresi sonunda ekim yapilan kaplar 10 dakika, 27 °C, 200 g’de

santrifiijlendi. Santrifiij sonunda siipernatantin tamami eppendorf tiiplere alinmistir (Nekroz

icin).

Siipernatant1 alinan her bir kuyuya 200 pL lizis tamponu eklenmis ve otuz dakika oda
sicakliginda, karanlik ortamda, apoptotik etkinin aragtirilmasi i¢in bekletilmistir. Siire sonunda
tekrar kiiltiir kaplar1 10 dakika 27 °C, 200 g’de santriifiij edilmistir. Ardindan segilen kuyulardan
(nekroz i¢in slipernatant, apoptoz i¢in ise hiicre lizat1) 20 pL alinarak streptavidin kapl kuyulara
aktarilmistir. Daha sonra bu kuyularn f{zerine; 80 pL immiinoreagent eklenerek oda

sicakliginda, 2 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon amaci anti-histon biotin antikorunun niikleozom iizerinde bulunan histon
proteinlere ve kuyularda streptavidine baglanmasini saglamaktir. Anti-DNA pod antikoru ise bu
islem esnasinda niikleozomlarda bulunan DNA’ya baglanmaktir. Inkiibasyon siiresinin
bitmesiyle yikama yapilmis sonra her bir kuyucuga kit i¢erisinde bulunan ABTS soliisyonundan
100 pL eklenip renk degisimi gozleninceye kadar oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir.
ABTS soliisyonu bir 6nceki basamakta eklenen anti-DNA pod antikoru ile reaksiyona girerek

renk vermektedir.

Reaksiyonu durdurmak i¢in ABTS stop soliisyonu 100 pL olacak sekilde kuyulara
eklenmigve bu sayede reaksiyon durdurulmustur. Son asama olarak her bir kuyudaki absorbans
degerleri mikroplaka okuyucu cihazi ile 405 nm dalga boyunda okunmustur. Calismada kitte
bulunan pozitif kontrol kullanilmistir. Pozitif kontrole gore niikkleozomal DNA pargalanma
oran1 %100 kabul edilmis ve segilen borotungstat dozlarinin hiicrelerdeki DNA parcalanma
oranlar1 belirlenen zenginlestirme faktorii (enrichment) formiile gore hesaplanmistir. (Yildiz-

Ozer vd., 2018).

Zenginlestirme Faktorii (Enrichment) Faktorii: (Doz-Kor)/ (Kontrol-Kor)

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

analiz edilmistir. *: p<0,05, anlamlilik diizeyi olarak olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Borotungstatin A549 ve H460 Hiicre Morfolojisi Uzerindeki Etkilerinin Ters Isik

Mikroskobunda Goriintiilenmesi

Calismada uygulanan borotungstat konsantrasyonlarmin insan epitelyal akciger
adenokarsinomu (A549) ve insan biiylik hiicreli akciger karsinomu (H460) hiicreleri tizerindeki

zamana bagli olarak olusan morfolojik degisiklikleri inverted mikroskop ile goriintiilenmistir.

A549 hiicre dizisinde, 24 saat siire ile denenen 10 uM borotungstat konsantrasyonunun
hiicre morfolojisinde degisik olusturmadig belirlenmistir Morfolojik degisikliklerin 25 uM
konsantrasyonundan itibaren gozlendigi belirlenmistir. Konsantrasyon arttikca Hiicresel
morfolojinin degistigi, sayica azaldig1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda belirlenmistir. Ayrica

hiicrelerin hacimce kiigtildiigii ve klasik mekik seklinin bozulup, yuvarlaklastigi belirlenmistir

(Sekil 4.1).

Sekil 4.1. 24 saat siire ile uygulanan borotungstat konsantrasyonlarinin A549 hiicrelerindeki morfolojik
etkilerinin goriintiilenmesi (a: kontrol; b: 10 pM; c: 25 uM; d: 50 uM; e: 75 uM; £:100 uM).
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A549 hiicrelerinde, 48 saat siire ile denenen borotungstat konsantrasyonlarinda ise
morfolojik degisikliklerin en diisiik doz olan 10 uM konsantrasyonunda basladig: belirlenmistir.

Konsantrasyon arttikca morfolojik degisiklikler daha da belirginlesmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. 48 saat siire ile uygulanan borotungstat konsantrasyonlarinin A549 hiicrelerindeki morfolojik
etkilerinin goriintiilenmesi (a: kontrol; b: 10 pM; c: 25 uM; d: 50 uM; e: 75 uM; £: 100 pM).

H460 hiicre dizisinde 24 saat siire ile denenen 10 uM borotungstat konsantrasyonunun
her hangi bir hiicre morfolojisinde degisiklige neden olmadigi tespit edilmistir. Hiicre
morfolojisi tizerindeki degisikliklerin 25 pM konsantrasyonundan itibaren hiicre morfolojisi
iizerinde degisiklige neden oldugu gozlenmistir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda hiicre

sayisinda ciddi bir azalma oldugu kontrol grubu ile karsilastirildiginda belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. 24 saat siire ile uygulanan borotungstat konsantrasyonlarinin H460 hiicrelerindeki morfolojik
etkilerinin goriintiilenmesi (a: kontrol; b: 10 pM; c: 25 uM; d: 50 uM; e: 75 uM; f: 100 pM)

H460 hiicre dizisinde 48 saat siire ile denenen 10 pM borotungstat konsantrasyonunun
24 saatte oldugu gibi hiicre morfolojisinde her hangi bir etki gdstermedigi tespit edilmistir. 25
uM konsantrasyonundan itibaren Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda bir arada kiimeler
olusturan H460 hiicrelerinin birbirinden ayrildigi ve kiimelesmenin tamamen yok oldugu
gozlenmistir. Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda hiicre sayisinda belirgin bir azalma oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.4). Borotungstat maddesinin hiicre morfolojisi tizerindeki etkileri ilk

kez aragtirilmustir.
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Sekil 4.4. 48 saat siire ile uygulanan borotungstat konsantrasyonlarinin H460 hiicrelerindeki morfolojik
etkilerinin goriintiilenmesi (a: kontrol; b: 10 uM; c: 25 uM; d: 50 uM; e: 75 uM; £:100 uM)

4.2. Borotungstatin Hiicre Canlihg Uzerindeki Etkileri

Calismada A549 ve H460 hiicre dizilerine 10, 25, 50, 75 ve 100 uM borotungstat

konsantrasyonlar1 24 ve 48 saat siire ile uygulanmaigstir.

A549 hiicre dizisinde 24 saat siire ile denenen 10 uM borotungstat konsantrasyonunun
hiicre canliligi iizerinde her hangi bir sitotoksik etkisi goriilmezken (p>0,05); diger
konsantrasyonlarin sirastyla % 80, 59, 37 ve 18 oraninda hiicre canliligin1 azalttig1 kontrol grubu
ile kiyaslandiginda tespit edilmistir (p<<0,001; Sekil 4.5). 24 saat i¢in ICso degeri 60 uM olarak

belirlenmistir.

48 saat siire ile denenen borotungstat konsantrasyonlarinin % 88 66, 33, 10 ve 9 oraninda
(p<0,001; Sekil 4.5) hiicre yasam oraninda azalmaya neden oldugu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda belirlenmistir. 48 saat i¢in 37 uM ICso degeri belirlenmistir.
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Sekil 4.5. A549 hiicreleri tizerindeki borotungstat konsantrasyonlarin sitotoksik etkisinin mitokondriyal
aktivite bakimindan degerlendirilmesi (¥**: p<0,001).

Denenen borotungstat konsantrasyonlarinin H460 hiicre dizisi iizerindeki 24 saatlik
sitotoksik etkisi 25 uM konsantrasyonundan itibaren baslamistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hiicre canlilifinda sirasiyla % 73, 50, 25 ve 15 oraninda azalma oldugu

belirlenmistir (p<0,001; Sekil 4.6). ICso degeri ise 24 saat icin 51 uM olarak hesaplanmustir.

Cogalmay1 baskilayici etkinin 48 saatlik uygulama sonucunda da 25 pM borotungstat
dozundan itibaren bagladig1 ve hiicre canliliginin sirasiyla % 59, 16, 6 ve 5 oraninda azaldigi

hesaplanmustir (p<<0,001; Sekil 4.6). ICso degeri 48 saat i¢in 31 uM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.6. H460 hiicreleri lizerindeki borotungstat konsantrasyonlarin sitotoksik etkisinin mitokondriyal
aktivite bakimindan degerlendirilmesi (***: p<0,001).

Borotungstatin yeni sentezlenen ve akciger kanseri iizerinde ilk defa denenen bir
polioksometalat bilesigi olmas1 nedeniyle bu bilesikle ilgili yapilan herhangi bir sitotoksisite
calismas1 bulunmamaktadir. Ancak farkli polioksometalat bilesiklerinin ¢esitli kanserli hiicre

dizileri iizerindeki etkilerini arastiran ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin;

Zhang ve vd, demir hepta-tungsten fosfat oksijen kiimesi (IHTPO) adi verilen bir
polioksometalat bilesiginin; karaciger (HepG2), 16semi (K562), kiiciik hiicreli dis1 akciger
(A549 ve NCI-H460) hiicreleri ve S180 sarkoma hiicreli fareler tizerindeki sitotoksik etkilerini
MTT yontemini kullanarak arastirmiglardir. IHTPO ad1 verilen polioksometalat bilesiginin; ICso
degeri A549 icin, 150,24 + 4.15 uM, H460 icin 141,48 + 2.42 uM, HepG2 i¢in 63.78 £ 0.16
uM, K562 icin 114,55 £ 1.49 uM olarak bulunmustur (Zhang vd., 2015).

Yapilan bir diger ¢caligmada sentezlenen organik-inorganik hibrid borotungstat bilesigi
‘bilesik 1’ olarak adlandirilmistir. Calismada adi gegen borotungstat bilesigi formiil olarak bu

tez de kullanilan bilesikten tamamen farklidir. Bilesik 1’in MTT metodu kullanilarak kiigiik
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hiicreli dis1 akciger kanseri (PG49), insan kemik osteosarkomasi (HOS) ve epitelyal ductal
adenokarsinomasi (PL45) hiicre dizileri iizerindeki sitotoksik etkinligi belirlenmistir. Test
edilen bilesigin sitotoksisitenin potansiyelini karsilagtirmak i¢in karboplatin pozitif kontrol
olarak uygulanmistir. Deneysel sonuclar, bilesik 1'in, ii¢ farkli kanser hiicre dizisinin
cogalmasini inhibe ettigini gostermistir. Test edilen Bilesik 1’ in ICso degerleri sirasiyla
45.77ng/mL (PG49), 54.34 ng/mL (PL45), 66.12 pg / mL (HOS) olarak bulunmustur. Yapilan
calismada Bilesik1 karboplatine gore daha giiclii bir antitumor aktivite gosterdigi belirlenmistir.

(Yu, 2017).

Li vd., tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada ise, sentezlenen 4 farkli polioksometalat
bilesiginin, meme (MCF-7), rahim agz1 (HeLa) ve kii¢lik hiicreli dis1 akciger kanseri (A549)
hiicreleri Ttizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir. Sitotoksik etkinin
belirlenmesinde MTT yontemi kullanilmis ve 24 saatin sonunda A549 hiicrelerinde 0.042-1.213
umol araliginda ICso sonuglar1 elde edilmistir (Li vd., 2019).

Yapilan farkli calismalarda da farkli borotungustat bilesiklerinin kanserli hiicre
dizilerinin ¢cogalmasi tlizerinde baskilayici etkilerinin oldugu belirlenmistir. Fakat bu etkilerin
farklr kanser hiicrelerinde farkli sekilde etki ettigi goriilmektedir. Ayn1 sekilde sentezlenen
maddelerin yapisal degisiklikleri de bu toksik etki ilizerinde farkliliklar olusmasina neden
olabilmektedir. Bizim denedigimiz borotungstat bilesigide her iki hiicre dizisinde benzer sekilde

konsantrasyona ve zamana bagl olarak sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.
4.3. Karboplatinin Hiicre Canlihg1 Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Sisplatin (cis-diamin-dikloroplatin (II)) ve sisplatinin analogu olan diger platin temelli
molekiiller (karboplatin, oksaliplatin, satraplatin); jinekolojik, bas boyun, akciger ve mesane

kanseri gibi pek ¢ok kanser tiiriinde siklikla kullanilan kemoterapétik ajanlardir (Ho vd., 2016).

Sisplatin kullanilan hastalarda bulanti, bobrek fonksiyonlarinda bozulma, norotoksisite

ve ototoksisite gibi yan etkiler siklikla goriilmektedir (Ho vd., 2016). Bu nedenle arastirmacilar



34

yan etkisi daha az olabilecek platin tiirevlerini arastirmaktadir. Bu aragtirmalar sonucunda

karboplatin elde edilmistir.

Karboplatin (cis-diamin-siklobiitandikarboksilat-platin (II)), terapotik etkinligi sisplatin
ile oldukca benzer olmakla birlikte, cok daha diisiik seviyede nefrotoksisite ve norotoksisiteye
yol acan bir ajandir. Bu 6zellikleri nedeniyle karboplatin, kiiciik hiicreli akciger kanseri basta
olmak tizere farkli kanserlerin de tedavisinde tercih edilen bir kemotéropotik bir ajandir (Ho

vd., 2016).

a b
O
Cl, NH; H;N, O
/.Pl.\ H N'Pl*
1 T 3
Cl NH, O
Sisplatin Karboplatin

Sekil.4.7. Sisplatin (a) ve karboplatinin (b) kimyasal yapis1 (Aktas, 2019)

Calismamizda karboplatin pozitif kontrol olarak tercih edilmistir. Karboplatin’in kii¢iik
hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre dizileri lizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesinde
mitokondriyal aktiviteye dayali kantitatif Ol¢lim yapilmasimi saglayan MTT yontemi

kullanilmustr.

Calismamizda A549 ve H460 hiicrelerine borotungstat konsantrasyonlar1 ile ayn1 olacak
sekilde 10, 25, 50, 75 ve 100 uM karboplatin dozlar1 1:1 oraninda 24 ve 48 saat siire ile

uygulanmustir.
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Yapilan deneylerin sonucunda A549 hiicrelerinde, karboplatin dozlarinin 24 saatlik
uygulamast sonucunda hiicre canlilign lizerinde ¢ogalmay1 baskilayici her hangi bir etki

gostermedigi belirlenmistir (p>0, 05; Sekil 4.8).

Karboplatinin A549 hiicreleri ile 48 saat muamelesi sonucunda ise 10 ve 25 uM
dozlarinda ¢ogalmay1 baskilayici bir etki gdstermezken (p>0,05), 50, 75 ve 100 uM dozlarinda
hiicre yasam oranini sirastyla yaklasik % 10, 13 ve 15 oraninda baskiladig1 tespit edilmistir (***:
p<0,001; Sekil 4.8). Hem 24 hem de 48 saat siire ile denenen karboplatin dozlar1 i¢in her hangi

bir ICso degeri hesaplanamamustir.
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Sekil 4.8. A549 hiicreleri lizerindeki karboplatin dozlarinin sitotoksik etkisinin mitokondriyal aktivite
bakimindan degerlendirilmesi (***: p<0,001).

H460 hiicreleri ile 24 saat karboplatin uygulamasinda 10 uM dozunda hiicre cogalmasini
baskilayici bir etki gézlenmemesine ragmen (p>0,05), 25 50, 75 ve 100 uM dozlarinda hiicre
yasam orani kontrole gore sirasiyla yaklasik % 9, 16, 23 ve 39 oraninda azalttig1 gorilmiistiir

(p<0,001; Sekil 4.9).
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H460 hiicreleri ile 48 saatlik uygulama sonucunda ise 10 uM dozunda hiicre cogalmasini
baskilayici bir etki gézlenmemesine ragmen (p> 0,05), 25, 50, 75 ve 100 uM dozlarinda hiicre
yasam orani kontrole gore sirastyla yaklasik % 23, 44, 53 ve 63 oraninda azaldig: tespit
edilmistir (***: p<0,001 Sekil 4.9). ICso degeri 24 saat i¢cin bulunamazken, 48 saat i¢in 55 uM

olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.9.H460 hiicreleri iizerindeki karboplatin dozlarinin sitotoksik etkisinin mitokondriyal aktivite
bakimindan degerlendirilmesi (***: p<0,001).

Akciger kanseri hiicreleri ile yapilan in vitro ¢alismalarda karboplatin siklikla pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Bdylece, yeni arastirilan maddelerin hiicre ¢cogalmasini baskilayici

ve sitotoksik etkileri aktif olarak tedavide kullanilan bir ilag ile karsilastirilmaktadir.

Liu vd., tarafindan tasarlanan bir ¢alismada A549 hiicre dizisi lizerindeki 48 saatlik
karboplatin dozlarinin uygulanmasi sonucunda ICso degeri 141 uM olarak bulunmustur (Liu vd.,

2013).

Zhou vd., tarafindan yapilan bir diger calismada pozitif kontrol olarak kullanilan
karboplatin A549 ve H460 hiicre dizileri lizerinde denenmistir. Hiicre canliligi, MTS (3- (4,5-
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dimetiltiyazol-2-il) -5- (3 karboksimetoksifenil) -2- (4-siilffenil) -2H-tetrazolyum) metodu ile
degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore 24 saatteki A549 ICso degeri 41 pM, H460 ICso
degeri ise 85 uM olarak bulunmustur (Zhou vd., 2010).

Wang vd., tarafindan 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri gesitlerinden A549 ve H460 hiicre dizileri lizerinde karboplatin farkli bir bilesik ile
kombine tedavi de denenmek istenmistir. Bununla ilgili olarak karboplatinin 72 saatlik tek
basina doz uygulamasinda hiicre canliligit MTS metodu ile hesaplanmistir. Sonuglara gére A549

ICsodegeri 280 uM iken, H460 ICso degeri 132 uM olarak bulunmustur (Wang vd., 2018).

Karboplatin dozlarinin 72 saatlik uygulama siiresince, A549 hiicre dizileri iizerindeki
hiicre canliligini tespit etmeyi amaglayan farkli bir calismada karboplatinin ICso degeri 72 uM
olarak hesaplanmistir (Ye vd., 2009). 2010 yilinda ayni grupla yapilan ¢alisma da ise
karboplatin ICso degeri 69 uM olarak hesaplanmistir (Ye vd., 2010).

ICso degerleri arasindaki farkliliklarin uygulama siireleri, deney kosullar1 ve hiicre
sayilarinin farkli olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Borotungstat ve karboplatin
uygulamast sonuclar1 karsilastirildiginda her iki hiicre dizisinde de borotungstat
konsantrasyonlarinin karboplatine gore daha diisiik dozlarda sitotoksik etki gosterdigi ve hiicre

cogalmasini baskiladig: belirlenmistir.

4.4. Borotungstat ve Karboplatin Konsantrasyonlarinin Kombine Olarak Uygulanmasi

Bu calisma icin borotungstat ve karboplatinin ayn1 konsantrasyonlardaki miktarlar: 1:1
oraninda birlestirilerek 10, 25, 50, 75 ve 100 uM kombine (borotungstat + karboplatin)
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Her iki hiicre dizisinde belirlenen konsantrasyonlar ile 24 ve
48 saat siire boyunca muamele edilmis ve sonuglar MTT yontemi ile degerlendirilmistir.
Borotungstat ve karboplatinin antagonistik/sinerjistik etkilesimleri ilag¢ etkilesimi kat sayilari
CDI= (Kombine konsantrasyon absorbansi/ borotungstat absorbansi x karboplatin absorbansi)

x 100 formiiliiyle hesaplanarak belirlenmistir.
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Kombine tedavinin A549 hiicrelerinde 24 saat siire boyunca uygulanmasi sonucunda 10
uM (borotungstat + karboplatin) konsantrasyonunun hiicre canlilig1 {izerinde ¢ogalmayi
baskilayict her hangi bir etkisi gozlenmezken (p>0,05), diger kombine verilen dozlarin hiicre
canliliginda sirastyla % 28, 44, 63 ve 76 oraninda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir

(p<0,001). ICs0 degeri 58 uM olarak hesaplanmaistir.

Kombine tedavinin 48 saat uygulanmasi sonucunda ise hiicre canliliginda sirasiyla % 9,
45,72, 92 ve 95 oraninda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (p<0,001). ICso degeri 48 saat
icin 29 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. A549 hiicrelerinde 24 ve 48 saat siire ile uygulanan kombine tedavinin sitotoksik etkisinin
mitokondriyal aktivite bakimindan degerlendirilmesi (***: p<0,001).

A549 hiicre dizisinde ilac etkilesimi katsayisi formiiliine gore yapilan hesaplama
sonucunda 24 saatte, karboplatin ve borotungstat arasinda, 10, 25, 50 pM dozlarinda sinerjistik

bir etki meydana gelirken, 75 ve 100 uM dozlarinda antagonistik bir etkilesim olugmustur.
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48 saatte ise 10 uM dozunda antagonistik bir etki goriiliirken 25 uM dozundan itibaren
sinerjistik bir etkilesim meydana gelmistir (sinerjistik etki: CDI<1, antagonistik etki CDI>1)
(Cizelge 4.1).

AS540 24 Saat A549 48 Saat

Borotungstat = Karboplatin |~ Kombine CD1 Borotungstat | Karholatin | Kombine CDI
Kontrol 100 100 100 Kontrol 100 100 100
10 pM 97.19 99,07 94,16 0,97 10 pM 88,17 92.1 91.3 1.12
25 pM 80,61 99.07 71895 0.9 25 pM 66.1 90.7 554 0.92
50 pM 59,12 974 55,71 0,96 50 pdM 33395 90.1 276 0.91
75 nM 37,01 943 37,56 1,07 75 pM 10.8 87.6 79 0.83
100 pM 18,32 94.1 2428 1.4 100 pM 3.84 85.9 49 0,57

*CDI=(Kombine/Borotungstat x Karbolatin) x 100

Cizelge 4.1. A549 hiicrelerinde borotungstat ile karboplatinin kombine tedavi uygulamalarmin 24 ve 48
saatlik canlilik oranlari (%). CDI: Ilag etkilesimi katsayisi.

Kombine tedavinin H460 hiicrelerinde 24 saat siire boyunca uygulanmasi sonucunda 10
uM (borotungstat + karboplatin) konsantrasyonunun hiicre canlilig1 iizerinde g¢ogalmayi
baskilayict her hangi bir etkisi gozlenmemistir (p>0,05). Diger kombine verilen
konsantrasyonlarin hiicre canlilifinda sirastyla % 24, 60, 63, 86 ve 91 oraninda azalmaya neden

oldugu tespit edilmistir (p<<0,001). ICso degeri 40 uM olarak hesaplanmaistir.

Kombine tedavinin 48 saat uygulanmasi sonucunda ise hiicre canliliginda sirastyla % 9,
45,72, 92 ve 95 oraninda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (p<0,001). ICso degeri 23 uM
olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2).

Bu sonuglara gdre borotungstat karboplatin ile kombine olarak uygulandiginda
borotungstatin etkinligini belirgin 6l¢lide azaltmis olup H460 hiicrelerinin canlilig1 iizerinde

daha toksik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.11. H460 hiicrelerinde 24 ve 48 saat siire ile uygulanan kombine tedavinin sitotoksik etkisinin
mitokondriyal aktivite bakimindan degerlendirilmesi (***: p<0,001).

H460 hiicre dizisinde yapilan hesaplama sonucunda 24 saatte karboplatin ve
borotungstat arasinda yalnizca 10 pM dozunda antogonistik bir etki goriiliircken 25 uM
dozundan itibaren sinerjistik bir etkilesim goriilmiistiir. 48 saatte 10, 25 ve 50 uM dozlarinda
sinerjistik bir etki goriiliirken 75 ve 100 uM dozlarinda antogonistik etki meydana gelmistir

(Cizelge 4.2).

H460 24 Saat H460 48 Saat
Borotungstat  Karboplatin =~ Kombine CDI Borotungstat | Karbolatin  Kombine CDI
Kontrol 100 100 100 Kontrol 100 100 100

[ W0pM 9,5 | 96,1 | %64 | 108 10pM 97,7 953 §782 054
| 25pM 73,01 91 65,7 0,98 25 M 59.8 76,6 4425 0,96
| S0pM 50722 | 839 40 | 0% C S0uM 16,36 56,4 537 | 08
| 75pM 2552 76,9 13,7 0.69 - T5pM 6,09 46,6 4,07 1,43
| 100 pM 15,2 68 8.7 0,08 100 pM 5,11 36,7 3,55 1,89

*CDI=(Kombine/Borotungstat x Karbolatin) x 100

Cizelge 4.2. H460 hiicrelerinde borotungstat ile karboplatinin kombine tedavi uygulamalarinin 24 ve 48
saatlik uygulamalar1 CDI: Ilag etkilesimi katsayisi.
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Calismada A549 hiicre dizisinde 24 saatte 10, 25 ve 50 uM borotungstat ile karboplatinin
birlikte calistigi gozlenirken diger konsantrasyonlarda antogonistik bir etki goézlenmistir.
Bununla beraber 48 saatte 25 uM’dan itibaren kombine denen tiim dozlarda sinerjistik bir etki
gozlenmistir. H460 hiicre dizisinde ise 25 pM’dan itibaren denenen tiim kombine
uygulamalarda 6zellikle doz artisina bagl olarak sinerjistik etkide artis gdzlenmistir. Ozellikle
75 ve 100 uM uygulamalarinda borotungstat ile karboplatin giicli bir sinerjistik etki
gostermistir. Fakat 48 saatte doz artisina bagli olarak bdyle bir etkiden bahsetmek miimkiin
degildir. 75 ve 100 uM uygulamasinda etkinin antogonistik etkiye doniistiigii, 10, 25 ve 50 uM

uygulamalarinda,ise oldugu goriilmektedir.

Calismada H460 ile A549 hiicre dizileri ilag etkilesimi bakimindan karsilastirildiginda
24 saatte H460 hiicrelerinde denen borotungustat + karboplatin uygulamasinin doz artigina baglh

olarak A549 hiicrelerine gore daha fazla sitotoksisiteye neden oldugu tespit edilmistir.

Borotungstat + karboplatin uygulamasinin 6zellikle 24 saatte biiyilik hiicreli karsinom
cesidi olan H460 hiicre dizisi lizerinde daha fazla sitotoksik aktiviteye neden oldugu ve doz
artisina bagli olarak bu sinerjistik etkinin artig1 tespit edilmistir. Benzer etki A549 hiicre
dizisinde de gozlenmis olmakla beraber bu sinerjistik etkinin daha zayif oldugu belirlenmistir.
Ayn1 kanser tipinin farkli tiirleri arasinda bile ilag etkilesimleri degiskenlik gosterebildigi
calismamiz ile ortaya konmustur. Farkli akciger kanseri hiicre dizileri ile borotungstat ile
karboplatin kombine uygulamalar1 yapilabilir. Caligmamizda 1:1 oraninda uygulanan kombine
farkli sekillerde de (1:2, 1:3 vb.) denenebilir. Ayrica akciger kanserinde uygulanan farkl
kemoterapotik ajanlar ile borotungstat konsantrasyonlarmin ilag etkilesimleri de farkli

calismalari konusu olabilir.

Normal ya da kanserli hiicrelerde herhangi bir kemoterapotik bir ajanla borotungstatin
birlikte verilerek yarattii sinerjistik/antogonistik etkinin arastirilmasi ile ilgili herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Benzer sekilde sentez edilen herhangi bir polioksometalat bilesigi
ile ilgili boyle bir calismaya da rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda ilk kez iki farkli
akciger kanseri  hiicresi  kullanilarak  borotungstat ile  karboplatin  arasindaki

sinerjistik/antogonistik etkilesim doza ve zamana bagl olarak arastirilmistir.
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4.5. DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi

Sitotoksisite verilerine gore segilen 25, 50 ve 75 pM borotungstat konsantrasyonlari
uygulanan A549 ve H460 hiicrelerinde ki apoptotik ve/veya nekrotik hiicre 6liimiinii kantitatif
olarak belirlemek amaciyla Hiicre Oliimii Belirleme ELISA Kiti (Roche) kullanilmustir.

Secilen konsantrasyonlarla hiicreler 24 saat siire ile muamele edilmis olup, apoptotik
ve/veya nekrotik hiicre 6liimii oranlar kit protokoliinde belirtilen formiile gore hesaplanmustir.
[lag uygulanmayan kontrol hiicrelerinin zenginlestirme faktorii 1 (EFx:1) olarak kabul

edilmistir.

A549 hiicre dizisinde denenen 25 uM borotungstat konsantrasyonu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda apoptotik bir etki gézlenmemistir (p>0,05). Fakat 50 uM konsantrasyonunda
apoptotik etkinin 3 kat (*: p<0,05), 75 puM konsantrasyonunda da kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 21 kat arttigr hesaplanmistir (*: p<0,05). Denenen 25, 50 ve 75 uM

konsantrasyonunda ise anlamli bir nekrotik etki gézlenmemistir (p>0,05).

c

g 30- Apoptoz

- *
O —
>

7

8 20-

c

m —
=

(=)

©

&= 10

!

= *

2 NS
S oleEme o=

<L Kontrol 25 50 75

Borotungstat Konsantrasyonlarn (pM)



43

Sekil 4.12. Borotungstat konsantrasyonlari ile 24 saat siire boyunca muamele edilen A549 hiicrelerinde
olusan apoptotik DNA fragmantasyon oranlar1 (*: p<0,05). Kontrol grubunun zenginlestirme faktorii 1
(EFk:1) olarak kabul edilmistir.

H460 hiicre dizisinde denenen 25 uM borotungstat konsantrasyonu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda apoptotik bir etki gézlenmemistir (p>0,05). Fakat 50 uM konsantrasyonunda
apoptotik etkinin 7 kat, 75 pM konsantrasyonunda da kontrol grubu ile kiyaslandiginda 7 kat
arttig1 hesaplanmustir (*: p<0,05). Denenen 25, 50 ve 75 uM konsantrasyonunda ise anlamli bir

nekrotik etki gdzlenmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.13. Borotungstat konsantrasyonlar1 ile 24 saat siire boyunca muamele edilen H460 hiicrelerinde
olusan apoptotik DNA fragmantasyon oranlar1 (*: p<0,05). Kontrol grubunun zenginlestirme faktorii 1
(EFk:1) olarak kabul edilmistir.

Uygulanan borotungstat konsantrasyonlarinin her iki hiicre dizisinde de sitotoksik
aktiviteyi apoptotik yolla gerceklestirdigi belirlenmistir. A549 hiicre dizisinde bu etki
konsantrasyon artisina bagl olarak yiikselmisken, H460 hiicre dizisinde bdyle bir etkiden

bahsetmek miimkiin olmamustir.
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Ozellikle borotungstatin A549 hiicre dizisinde konsantrasyon artisina bagli olarak daha
fazla apoptotik hiicre oliimiine neden oldugu tespit edilmistir. Her iki hiicre dizisinde de

borotungstatin herhangi bir nekrotik etkiye neden olmadig1 da yapilan ¢aligma ile gosterilmistir.

Calismamizda kullanilan borotungstat bilesiginin A549 ve H460 hiicre dizilerindeki
sitotoksik etkisinin mekanizmasini anlayabilmek i¢in hiicre 6liimii belirleme kiti kullanimis ve

apoptotik ve/veya nekrotik hiicre 6liimiinden hangisinin gerceklestigi arastirilmistir.

Calismamizda kullanilan bilesik ilk kez denendigi i¢in literatiirde ayn1 madde ile ilgili
herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Fakat farkli polioksometalat bilesiklerinin, farkli hiicre

dizileri tizerinde apoptotik/nekrotik hiicre 6liimiine yonelik ¢alismalar1 mevcuttur.

Calismamizla benzer sekilde Xia vd., tarafindan tasarlanan bir calismada yeni
sentezlenen bir polioksometalat bilesigi ‘FNdPW’ olarak adlandirilmistir. Bu bilesigin A549
hiicre dizileri iizerindeki apoptotik etkileri arastirilmistir. Apoptoz, akridin turuncu / etidyum
bromiir lekelemesi ve elektron mikroskobu kullanilarak arastirilmistir. 72 saatlik inkiibasyon
siiresi sonunda FNdPW bilesiginin A549 hiicre dizilerinde konsantrasyona ve zamana bagl
sekilde apoptozu indiikleyerek hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde inhibe ettigini tespit

edilmistir (Xia vd., 2017).

Yapilan bir diger ¢alismada ise; SbW9 adli polioksometalat bilesiginin kii¢iik hiicreli
dis1 akciger kanseri hiicre dizileri olan A549 ve PC9 hiicreleri lizerindeki hiicre ¢ogalmas: ve
apoptoz mekanizmasinin anlasilmasi hedeflenmistir. Kiiglik hiicreli dis1 akciger kanseri
hiicrelerinin apoptoz mekanizmasi, akis sitometrisi ve TUNEL metodu ile tespit edilmistir.
Apoptozla iligkili proteinlerin ekspresyonu western blot teknigi ile tespit edilmistir. Akis
sitometrisinin sonuglari, SbW9 adli polioksometalat bilesiginin, hem A549 hem de PC9
hiicreleri tizerinde anlamli bir apoptotik etkisinin bulundugunu gostermistir. PTEN / AKT sinyal
yolunun tiimérdeki 6nemli rolii goz Oniine alindiginda, polioksometalat SbW9'un KHDAK
hiicrelerinin biyolojik davranislar iizerindeki etkisinin PTEN / AKT sinyal yoluna bagl olup
olmadig tespit edildi. Her grupta PTEN ve AKT ekspresyonuna bakildi ve polioksometalat
SbWO9'un PTEN ekspresyonunu aktive edebilecegi ve iki tiir hiicre hattinda AKT'nin
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fosforilasyon seviyesini inhibe edebilecegi bulundu. PTEN / AKT sinyal yolunun,
polioksometalat SbW9'un anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkilerinde 6nemli bir rol oynadigini

gostermektedir (Sun vd., 2019).

Xiao vd., tarafindan yapilan bir g¢aligmada sentezlenen polioksometalat 1 ve 2
bilesiklerinin mesane kanseri (J82) hiicrelerine karsi 6nemli apoptotik etkileri oldugu belirlendi.
Kompleks 1 ve 2, J82 hiicre dizileri iizerinde ki apoptozu 6nemli 6lgiide indiikleyebilir. Bu
apoptoz, hiicre i¢i ROS iiretiminin artmas1 ve mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasi

ile mitokondriyal apoptotik yolla indiiklenmistir (Xiao vd., 2019).
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5. SONUC VE ONERILER

Akciger kanseri, akciger dokusu i¢indeki anormal hiicrelerin biiylimesini tarif etmek i¢in
kullanilan bir terimdir. Akciger kanseri, toplam kanserlerin %11, 6’lik kism1 ile en sik tan1 alan
tiirdiir. Akciger kanseri, %18,4’liik bir yilizde ile kansere bagl 6liimlerde ilk siray1r almaktadir
(Bray vd., 2018). Akciger kanserinin yaklasik %85°1 kiigiik hiicreli dis1 (KHDAK) akciger

kanserleridir. Kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri agresif bir tiirdiir.

Bor (B), Fransiz Kimyac1 Gay-Lussac ve Ingiliz kimyact Humphry Davy tarafindan
1808°de kesfedilmistir. Bor kiigiik bir atom kiitlesine sahip oldugundan ve kimyas1 notrofilik ve
elektrofilik reaktivite igerdiginden, cesitli hastaliklara karsi antiviral, antibakteriyal ve

antifungal biyomedikal uygulamalara sahip yeni bir molekiil sinifin1 temsil etmektedir.

Yakin gelecekte, bor iceren bazi ilaglarin piyasada mevcut ilaglardan daha iyi etkinlik
ve etkiye sahip olmasi1 beklenmektedir. Son yillarda ise yapilan calismalarda borlu bilesiklerin

kanserli hiicrelerin cogalmasi tizerindeki etkileri ile ilgili farkli ¢alismalar yapilmustir.

Polioksometalatlar (POMs), analitik kimya, tip, kataliz ve malzeme bilimi alanlarinda
yaygin olarak kullanilan 6nemli inorganik bilesiklerdir. Polioksometalatlar biiyiileyici yapilari,
katalitik, fotovoltaik, manyetik ve elektrokimyasal 6zellikleri nedeniyle tip ve malzeme bilimi

alanlarinda genis ilgi ceken metal oksijen kiimeleri sinifidir. (Menon vd., 2011).

Son on yil i¢inde de, ¢esitli polioksometalatlarin antiviral, anti bakteriyel ve anti-tiimoral
etkinliklerinin belirlenmesi bu maddelere kars1 olan ilgiyi arttirmaktadir (Yamase, 2005). Bir

polioksometalat ¢esidi olan tungsten, gecis metalleri ile bilesik olusturmaktadir.

Calismamizda kullanilan borotungstat adli madde de bor gecis metali olarak kullanilmig

ve tungsten ile kararli bir bilesik olusturmustur.
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Bu c¢alismada, yeni bir sentetik ajan olan borotungstat (Kis [Ni (H20)
6]2[BW12040]4.48H20) insan akciger kanseri hiicrelerinde ilk kez test edilmis ve bu ajanin

sitotoksik, morfolojik ve apoptotik etkileri hakkinda bazi 6n sonuglar elde edilmistir.

Calismada A549 ve H460 hiicre dizilerine uygulanan 10, 25, 50, 75 ve 100 uM
borotungstat konsantrasyonlar1 24 ve 48 saat siire ile uygulanmistir. A549 hiicre dizisinde
kontrole gore ICso degerleri 60 ve 37 uM olarak 24 ve 48 saat i¢in belirlenmistir. H460 hiicre
dizisi ise ICso degeri ise 24 saat i¢cin 51 pM, 48 saat i¢in 31 pM olarak hesaplanmistir.
Calismanin sonuglarina gore borotungstat her iki hiicre dizisinde benzer bir sitotoksik aktivite

gosterdigi ve bu etkinin doza ve zamana bagli olarak arttig1 belirlenmistir.

Borotungstat maddesi farkli kanserli hiicre dizilerinde de denenerek hiicre canliligi
iizerindeki etkileri arastirilabilir. Akciger kanseri hiicrelerinden elde edilen veriler ile yeni

yapilacak ¢alismanin verileri karsilastirilabilir.

Calismada ayrica akciger kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan karboplatin ile
borotungstat toksisitesi karsilastirllmigtir. Calismada A549 ve H460 hiicre dizileri iizerinde
borotungustat karboplatine gore daha giiclii bir sitotoksik etki gostermistir. Farkli caligmalarla

farklr anti kanser ilaglar kullanilarak bu etki karsilastirilabilir.

lleride yapilacak ¢aligmalarda farkli kanser hiicre dizilerinde, cesitli kemotdropotik
ilaglar ile birlikte borotungstatin kombine verilerek antogonistik/sinerjistik etkilerinin

arastirilmasida farkli bir galisma konusunu olusturmaktadir.

Uygulanan borotungstat konsantrasyonlarinin her iki hiicre dizisinde de sitotoksik
aktiviteyi apoptotik yolla gerceklestirdigi belirlenmistir. A549 hiicre dizisinde bu etki
konsantrasyon artisina bagl olarak yiikselmisken, H460 hiicre dizisinde bdyle bir etkiden
bahsetmek miimkiin olmamustir. Ozellikle borotungstatin A549 hiicre dizisinde konsantrasyon
artisina bagli olarak daha fazla apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugu tespit edilmistir. Her iki
hiicre dizisinde de borotungstatin herhangi bir nekrotik etkiye neden olmadigi da yapilan

calisma ile gosterilmistir.
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Kanserli hiicrelerin apoptozdan kagmasi tedavi silirecinde en Onemli sorunlardan
birisidir. Bu nedenle borotungstatin apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugunun belirlenmesi
calismamizda elde edilen 6nemli bir veridir. ileride yapilacak calismalarda bu mekanizmanin
aydinlatilmasi ile ilgili daha detayli caligmalar planlanabilir. Ayrica farkli hiicre dizileri

iizerindeki etkileride yeni bir ¢alisma konusu olabilir.

Elde edilen tiim bu veriler 1s18inda borotungstatin akciger kanseri tedavisinde
kullanilabilir bir ilag olarak gelistirilmesinde yapilacak olan in vivo ve in vitro ¢aligmalara

onciiliik edecegini diisiinmekteyiz.
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