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Ozet: Endoplazmik retikulum (ER) stresi, metabolizma homeostazinin diizenlenmesinde ve gliomalar dahil cesitli kanserlerin
fizyopatolojisinde rol alir. Insanlar icin eser element olan bor, deneysel ve epidemiyolojik galigmalarda potansiyel kanser karsiti
ozellikler gostermistir. Bu calisma, borik asidin insan glioblastoma (GBM) hiicrelerindeki ER stresi sinyalizasyonuyla hiicre
canliligi, apoptoz ve oksidan durum tizerindeki etkilerini aragtirmayi amaglamaktadir. Caligma, MTT analizi kullanilarak borik
asidin (0-1600 pM) U251 hiicre canlilig: tizerindeki sitotoksik etkisini degerlendirdi. Borik asitle tedavi edilen hiicrelerde GRP78,
ATF4, CHOP, sitokrom c, kaspaz 3, kaspaz 12, toplam oksidan durum (TOS), toplam antioksidan durum (TAS) ve oksidatif stres
indeksi (OSI) seviyelerini belirlemek icin spektrofotometrik Slgiimler yapildi. U251 hiicrelerinin borik aside maruz birakilmasi,
hiicre canliliginda konsantrasyon ve zaman bagimli bir diisiise neden oldu. MTT analizi gére, borik asidin 24, 48 ve 72 saat 1C50
sirastyla degerleri 312,7 uM, 208,6 uM ve 115,2 uM olarak belirlendi. Borik asit, U251 hiicrelerinde sitokrom c, kaspaz 3 ve
kaspaz 12 diizeylerini konsantrasyona bagh olarak arttirdi. U251 hiicrelerinde sitokrom c seviyeleri yaklagik 3 kathk, kaspaz 3
seviyeleri yaklasik 2 katlik ve kaspaz 12 seviyeleri yaklasik 2 katlik artigla 312,7 uM borik asit konsantrasyonunda tespit edilmistir.
Ek olarak borik asit tedavisi, U251 hiicrelerinde TOS ve OSl'yi énemli 6l¢iide artirdi. Ayrica, GRP78 ve ATF4 seviyeleri borik
asitle tedavi edilen hiicrelerde konsantrasyona bagli bir azalma gosterdi. Tersine borik asit, U251 hiicrelerinde CHOP seviyelerini
konsantrasyona bagl bir sekilde arttirdi. Ozetle, borik asit GBM hiicrelerinde ER stresini tetikleyerek apoptozu ve oksidatif stresi
indiikledi. Bu olumlu 6zellikleriyle borik asit, GBM'nin tedavisinde potansiyel bir terapétik ajan olabilir.

Anahtar Kelimeler: Borik asit, ER stresi, Glioblastoma

Abstract: Endoplasmic reticulum (ER) stress is involved in the regulation of metabolic homeostasis and the pathophysiology of
various cancers, including gliomas. Boron, a trace element for humans, has demonstrated potential anti-cancer properties in
experimental and epidemiological studies. This study aims to investigate the effects of boric acid on cell viability, apoptosis and
oxidant status via ER stress signaling in human glioblastoma (GBM) cells. The study evaluated the cytotoxic effect of boric acid (0—
1600 pM) on U251 cell viability using MTT assay. Spectrophotometric measurements were performed to determine the levels of
GRP78, ATF4, CHOP, cytochrome c, caspase 3, caspase 12, total oxidant status (TOS), total antioxidant status (TAS) and oxidative
stress index (OSI) in boric acid-treated cells. Exposure of U251 cells to boric acid caused a concentration- and time-dependent
decrease in cell viability. According to MTT analysis, the IC50 values of boric acid at 24, 48 and 72 hours were determined as
312.7uM, 208.6 uM and 115.2 uM, respectively. Boric acid concentration-dependently increased the levels of cytochrome c,
caspase 3 and caspase 12 in U251 cells. In U251 cells, cytochrome c levels increased approximately 3-fold, caspase 3 levels
increased approximately 2-fold, and caspase 12 levels increased approximately 2-fold at a boric acid concentration of 312.7 uM.
Additionally, boric acid treatment significantly increased TOS and OSI in U251 cells. Furthermore, GRP78 and ATF4 levels
showed a concentration-dependent decrease in boric acid-treated cells. Conversely, boric acid increased CHOP levels in U251 cells
in a concentration-dependent manner. In summary, boric acid induced apoptosis and oxidative stress by triggering ER stress in
GBM cells. With these positive properties, boric acid may be a potential therapeutic agent in the treatment of GBM.
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1. Giris

Gliomalar santral sinir sisteminde en sik tan
konulan primer neoplazmlardir ve malign
beyin tiimorlerinin %81'ini olustururlar (1).
Malign  gliomalar arasinda  anaplastik
astrositom (derece 3) ve glioblastoma
multiforme (GBM, derece 4) bulunur (2).
GBM en yaygin histolojidir ve gliomalarin
%A45'ini olusturur. K&tii prognoza sahip GBM
icin ortalama genel sag kalim yaklasik 12 ila
15 ay ve tedaviye ragmen 5 yillik sag kalim
yalmzca %5,5'tir. (3). GBM'nin goriilme
siklig1 da yasla birlikte artar ve zayiflik, gorsel
ve duyusal degisiklikler, bas agrilari, nobetler
ve ruh hali, hafiza veya ylriitlicii islevlerdeki
degisiklikler ~dahil olmak {izere yikici
norolojik etkilerle iliskilidir (4). Eksizyon,
radyasyon ve kemoterapi standart tedaviler
olmasina ragmen GBM'li hastalarin prognozu
kotii olmaya devam etmektedir (5).

Endoplazmik retikulumun (ER) ana islevi
proteinleri ve lipitleri sentezlemektir. Lipitler,
kendi ihtiyaclarin1 karsilamanin yani sira
Golgi  aparatina, lizozomlara, plazma
membranlarina, mitokondriye ve  diger
membrandz hiicre yapilarma da saglanir (6).
ER'de katlanmamis veya yanlis katlanmig
proteinlerin birikmesi, ER stresine neden olur
ve bunun sonucunda, proteinin dogru sekilde
katlanmasin1  saglamak i¢in katlanmamis
protein tepkisini (UPR) tetikler (7). ER stresi,
hiicre ¢ogalmasint korumak i¢in glikoz
diizenleyici proteinlerin [78-kDa glikozla
diizenlenen protein (GRP78)] ve diger ER
molekiiler saperonlarin ekspresyonunu
indiikleyebilir (8). Bununla birlikte, ER stresi
ayni zamanda bagimsiz olarak endojen hiicre
apoptozunu  indiikleyebilir  ve  sonucta
adaptasyon, yaralanma veya apoptoz gibi
hiicre kaderini etkileyebilir (9). Genel olarak,
ER stresi siirekli ise, protein kinaz R-benzeri
ER kinaz (PERK), inositol gerektiren enzim 1
(IRE1) ve aktive edici transkripsiyon faktorii
(ATF) 6 sinyal yollari, apoptotik yollar
indiiklemek icin kullamlacaktir (10). Ote
yandan, ATF4 hiicre canliligmmin devami ve
stres kosullarina adaptasyonun arttirilmasinda
rol oynayan  ¢ok  cesitli genlerin
ekspresyonunu destekleyen bir transkripsiyon
faktoriidiir (11). ATF4, hiicre metabolizmast,
besin alimi ve antioksidasyonda rol oynayan
¢ok sayida genin ekspresyonunu uyarir.

Dahasi, uzun siireli ER stres kosullar altinda
ATF4, ayn1 zamanda biiylime durmasi ve
DNA hasar1 indiiklenebilir gen olarak da
adlandirilan C/EBP homolog proteini (CHOP)
gibi transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonunu tesvik eder (12). CHOP, hiicre
Olimiinii ¢esitli sekillerde tesvik edebilen bir
transkripsiyon ~ faktoriidir. CHOP  gen
ekspresyonunun  apoptoz  yoluyla hiicre
Olimiinde kesinlikle yer aldig1 defalarca ileri
stiriilmiistiir (13), ancak arastirmalar CHOP'un
indiiksiyonu ile apoptoz arasinda herhangi bir
iligkinin ~ varligint  dogrulamamistir.  Bu
nedenle ER stresi ile GBM hiicre apoptozunun
nasil tetiklenecegine dair kanitlar heniiz
aydinlatilmay1 beklemektedir.

Bor'un besin degerini ve tibbi &zelliklerini
kanitlayan bir¢ok c¢alismanin ardindan, borun
tibbi Onemi yavas yavas yeniden ortaya
cikmaktadir. Bor, prostat, rahim agzi ve
akciger kanseri gibi farkli kanser tiirleri de
dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde ve onlenmesinde oldukga etkilidir
(14).

Bu ¢alismada, borik asidin U251 insan GBM
hiicrelerindeki ER stres biyobelirtegleri olan
GRP78, ATF4 ve C/EBP homolog proteini
(CHOP) seviyeleri ile apoptotik
biyobelirtegler olan sitokrom c, kaspaz 3 ve
kaspaz 12 seviyeleri iizerindeki etkileri
arastirllmigtir.  Ayrica, borik asidin U251
GBM hiicrelerindeki  pro-oksidan/oksidan
dengesini lizerinde etkisini belirlemek igin de

total oksidan kapasite (TOS) ve total
antioksidan  kapasite  (TAS)  seviyeleri
Olclilmiistiir.

2. Gere¢ ve Yontem

2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Hiicre Canhhg
Deneyi

U251 insan GBM hiicreleri, American Tissue
Culture  Collection'dan  (ATCC)  satin
alinmustir. Hiicreler, 37°C'de %5 CO, iceren
nemlendirilmis bir inkiibatérde %10 fetal sigir
serumu (Kat. No: 11573397, Gibco) ile
desteklenmis Dulbecco's Modified Eagle
meydumu (DMEM, Kat. No: DMEM-HA,
Capricorn Scientific) ortaminda kiiltiirlendi.
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Borik asit (Kat. No: B0394, Sigma-Aldrich)
elde edildi ve DMEM ortaminda 0.2 M stok
cozelti halinde hazirlandi. Hiicre canliliginin
belirlenmesi i¢in bir 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-
2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT, Kat.
No: M5655 Sigma-Aldrich) analizi kullanildi.
Hiicreler 2 X 10° hiicre/kuyu
konsantrasyonunda 96 kuyucuklu plakalara
ekildi. 24 saat sonra ortam yenilendi ve daha
onceki calismamizda GBM hiicreleri tizerinde
sitoktoksik etkiye sahip olan konsantrasyonlar
olan 100 pM, 200 pM, 400 pM, 800 uM ve
1600 puM borik asit ilave edildi (15) ve
hiicreler 24, 48 ve 72 saat Kkiiltiirlendi.
Maruziyetten sonra her kuyucuga 10 pl MTT
sollisyonu [fosfat tamponu (PBS) icinde 5
mg/ml] ilave edildi ve hiicreler 37 °C'de 4 saat
inkiibe edildi. Bu islem sonunda, hiicre kiiltiir
ortam1 uzaklastirildi ve her kuyucuga 100 pl
dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi. 570
nm'deki optik yogunluklar, mikro plaka
okuyucusu (BioTek) kullanilarak 6l¢iildii ve
hiicre canliligi, asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi:

Hiicre canlilig1 (%) = (Borik Asit Uygulanan
Hiicrelerdeki Optik Yogunlugu — Blank) /
(Borik  Asit Uygulanmamig Hiicrelerdeki
Optik Yogunlugu - Blank) x 100.

MTT analiz sonuglarina gore hesaplana IC25,
IC50 ve ara konsantrasyon degerlerini sonraki
biyokimyasal analizler sirasinda kullanildi.
U251 hiicre belirlenen bu konsantrasyonlari
24 saat silireyle maruz birakildi.

2.2. Morfolojik Analiz

U251 hiicreleri, 6 kuyucuklu plakalar iizerinde
biiyiitiildii ve hiicrelere tli¢ farkli borik asit
konsantrasyonu ile 24 saat boyunca inkiibe
edildi. Daha sonra plakalar inverted
mikroskobunda (Oxion Inverso, CMEX-5 Pro
kamera ile)  hiicre kiiglilmesi, hiicre
yuvarlaklagsmas1  ve hiicre sayist1  gibi
morfolojik degisiklikler agisindan incelendi.

2.3. ER Stres Biyobelirteclerinin Ol¢iimii

ER stres biyobelirteglerinin  seviyelerinin
belirlenmesi i¢in, U251 hiicreleri 6 kuyucuklu
plakalarda 24 saat boyunca belirlenen borik
asit konsantrasyonlariyla isleme tabi tutuldu.
Hiicreler fosfat tamponu ile yikandi ve daha

sonra buz iizerinde proteaz inhibitorleri ile
yeniden isleme tabi tutuldu. Lizatlar, 15
dakika  boyunca  4°C'de 13000xg'de
santrifiijlenerek elde edilen siipernatanlardan,
ticari olarak temin edilebilen enzim baglantili

immiinosorbent  tahlili (ELISA) kitleri
kullanilarak GRP78, ATF4 ve CHOP
seviyeleri  Olgiildii  (sirasiyla SEC343Hu,

SEB385Hu ve LS-F8872). Analizler, iiretici

talimatlari  dogrultusunda kit igerisindeki
reaktifleri uygun konsantrasyonlarda ve
belirlenen inkiibasyon asamasina  gore

kullanilmasiyla Onerilen dalga boylarinda
mikroplaka okuyucu yardimiyla absorbans
degerlerinin 6l¢iilmesiyle gerceklestirildi.

2.4. Apoptotik Profilin Degerlendirilmesi

Hiicrelerdeki sitokrom c, kaspaz 3 ve kaspaz
12 konsantrasyonlari, ilgili proteinler igin
onceden kaplanmis spesifik antikorlara sahip

ticari olarak temin edilebilen kitler
kullanilarak degerlendirildi (strastyla
SEA594Mi, SEA626Hu ve SEAG682Hu).

Kisaca, 24 saatlik borik asit maruziyetinden
sonra hiicreler, 1500xg'de 10 dakika boyunca
santrifiijleme yoluyla toplandi. Daha sonra,
sitokrom c, kaspaz 3 ve kaspaz 12 antijen-
antikor reaksiyonlar1 iireticinin talimatlarina
gore gergeklestirildi. Reaksiyonlar sonucu
olusan renk degisiklikleri 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak belirlendi.
Optik yogunluk degerlerini standart egri ile
iligkilendirerek hiicre lizatlarindaki sitokrom
¢, kaspaz 3 ve kaspaz 12 konsantrasyonlari
mililitre basma nanogram (ng/ml) cinsinden
ifade edildi.

2.5. Oksidan Durum Olgiimleri

TOS ve TAS olglimleri iiretici firma (Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye)
tarafindan saglanan talimatlara uygun olarak
yapildi. TAS oOl¢iim siireci 660 nm'de
gerceklestirildi ve sonuglar mmol Trolox
Equiv./L cinsinden rapor edildi. Ek olarak,
TOS seviyeleri 530 nm'de spektrofotometrik
olarak  Ol¢iildi.  Bulgular pmol H,0;
Esdegeri/L cinsinden rapor edildi. Oksidatif
stres indeksi (OSI) = (TOS (umol H,0,
Eq/L)/TAS (umol Trolox Equiv./L) x100
formilii kullanilarak hesaplandi.
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2.6. istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler Graphpad 8
kullanilarak yapildi. Tiim veriler ortalama+SD
olarak ifade edildi. Ikiden fazla grup
arasindaki karsilagtirma, tek yonli ANOVA
ve posthoc Tukey testi kullanilarak analiz
edildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,01
(*), p<0,001 (**) ve p<0,0001 (***) olarak
kabul edildi.

3. Bulgular

3.1. Borik Asidin U251
Proliferasyon Uzerine Etkileri

Hiicrelerin

MTT  analizi, 0 ila 1600 uM

konsantrasyonlardaki borik aside 24, 48 ve 72

saat boyunca maruz kalan U251

hiicrelerindeki  canliligt  dogrulamak igin

gercgeklestirildi. Sekil 1A'da sunulan sonuglar,
A

Hiicre canhh@ (kontroliin %)

borik asidin 24 saat siireyle maruziyeti U251
hiicre  hatlarinda  konsantrasyona  bagl
sitotoksisiteyi indiikledigini gosterir. Dahasi
U251 hiicrelerine 0, 100 uM, 200 uM, 400
uM, 800 uM ve 1600 pM olmak iizere bes
farkli konsantrasyon araliginda borik asit 48
ve 72 saat uygulandi. Benzer sekilde, artan
borik asit konsantrasyonlar1 konsantrasyon ve
zaman bagimli olarak hiicre canliligimi
disiirdiiglinii bulduk (Sekil 1B ve 1C). 24, 48
ve 72 saat sonunda MTT analizi kullanilarak
kanser  hiicrelerinin ~ %50'sinin  Olmesi
nedeniyle  yart  maksimum  inhibitdr
konsantrasyonu (IC50) sirasiyla 312,7 uM,
208,6 uM ve 115,2 uM olarak belirlendi.
MTT analiz sonucglarina gore de, diger
biyokimyasal analizler sirasinda kullanilmak
tizere IC25 144,7 uM ve ara konsantrasyonda
200 puM olarak belirlendi.

anhhg (kontroliin %)

Hiicre ¢

Sekil 1. MTT analizi kullanilarak hiicre sag kaliminin degerlendirilmesi. (A) U251 hiicrelerinin 24 saat boyunca
farkli konsantrasyonlarda borik asit ile tedaviden sonra hayatta kalma orani, (B) U251 hiicrelerinin 48 saat boyunca
farkli konsantrasyonlarda borik asit ile tedaviden sonra hayatta kalma orani, (C) U251 hiicrelerinin 72 saat boyunca
farkli konsantrasyonlarda borik asit ile tedaviden sonra hayatta kalma orani. *p<0,01, **p<0,001 ve ***p<0,0001.

3.2. Borik asidin U251 Hiicrelerindeki
Morfolojik Etkileri

Inverted mikroskobu goriintiilerine gore (Sekil
2A-D), borik asidin, U251 hiicrelerinin

sayisin1 konsantrasyona bagl olarak azalttigi
goriilmektedir. Ek olarak, 6zellikle 200 uM ve
312,7 pM borik asit konsantrasyonlarinda
hiicre biiziilmesi ve hiicresel yuvarlanma da
dahil olmak iizere hiicresel
dejenerasyonlardaki atig da dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 2. Borik asit uygulanan U251 GBM hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiileri. (A) Borik asit uygulanmayan
U251 hiicreleri. (B) 144,7 uM borik asit uygulanan hiicreler. (C) 200 uM borik asit uygulanan hiicreler. (D) 312,7 uM
borik asit uygulanan hiicreler. A-D'deki gériintiiler 20X objektifle goriintiilenmistir.

3.3. Borik Asit U251 Hiicrelerinde ER
Stresini Indiikler

Borik asidin GBM hiicrelerinde ER stresini
nasil etkiledigini incelemek i¢in, ELISA
yontemiyle GRP78, ATF4 ve CHOP
konsantrasyonlarini degerlendirdik. Sekil 3A

>

GRP78 seviyeleri (ng/ml)

CHOP seviyeleri (ng/ml)
P
P B

t4
s

ve 3B'de gosterildigi gibi borik asit, 6zellikle
U25iicrelerinde GRP78 ve ATF4
seviyelerinde  konsantrasyona bagli  bir
azalmaya neden oldu (sirasiyla p<0,01 ve
p<0,0001). Ote yandan, Sekil 3C'de
gortldiigli  gibi, U25liicrelerinde CHOP
seviyeleri, borik asit konsantrasyonu arttik¢a

azaldi  (swrasiyla p<0,01, p<0,001 ve
p<0,0001).
B

s

ATF4 seviyeleri (ng/ml)

Sekil 3. Borik asidin U251 hiicrelerindeki ER stresi biyobelirtegleri {izerine etkisi. (A) Borik asit maruziyeti sonrast
U251 hiicrelerindeki GRP78 seviyeleri, (B) Borik asit maruziyeti sonras1 U251 hiicrelerindeki ATF4 seviyeleri, (C)
Borik asit maruziyeti sonras1 U251 hiicrelerindeki CHOP seviyeleri, *p<0,01, **p<0,001 ve ***p<0,0001.
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3.3. Borik Asidin U251 Hiicrelerinde
Apoptoz Indiikleyici Etkileri

Borik asidin U251 hiicrelerindeki
programlanmis  hiicre  6liimii  iizerindeki
etkisini degerlendirmek i¢in ELISA analizleri
yapildi. Sonuglar, borik asidin

seviyeleri (ng/ml) >
%

Sitokrom c¢ sev

U251hiicrelerinde  konsantrasyon  bagiml

sekilde apoptozu tetikledigini ortaya cikardi
(Sekil 4). 144,77 uM, 200 uM ve 312,7 uM
konsantrasyonlarinda borik 6nemli dlgilide
sitokrom ¢ seviyelerinde artisa neden oldu
(Sekil 4A;
p<0,0001).

sirastyla p<0,01, p<0,001 ve

Sekil 4. Borik asidin U251 hiicrelerindeki apoptoz {iizerine etkisi. (A) Borik asit maruziyeti sonrasi U251
hiicrelerindeki sitokrom c seviyeleri, (B) Borik asit maruziyeti sonrast U251 hiicrelerindeki kaspaz 3 seviyeleri, (C)
Borik asit maruziyeti sonras1 U251 hiicrelerindeki kaspaz 12 seviyeleri, *p<0,01, **p<0,001 ve ***p<0,0001.

Kaspaz 3 ve kaspaz 12 seviyeleri, 24 saat
boyunca 144,7 uM, 200 pM ve 312,7uM
borik asit ile tedavi edilen hiicrelerde, tedavi
edilmeyen U251 hiicrelerine gore belirgin
sekilde daha yiiksekti (Sekil 4B ve 4C;
sirastyla p<0,01 ve p<0,0001). Bununla
birlikte, sitokrom c'ye benzer sekilde,
Uygulanan borik asit konsantrasyonlar1 U251
hiicrelerinde kaspaz 3 ve kaspaz 12
diizeylerinde artisa neden oldu.

3.5. Borik Asit U251 Hiicrelerin Oksidan
Dengeyi Bozar

Borik asidin antikanser etkilerine oksidatif
stres modiilasyonunun potansiyel katilimini
arastirmak icin TOS ve TAS seviyeleri
spektrofotometrik  olarak  degerlendirildi.
U251 hiicrelerine 144,7 uM, 200 uM ve
312,7uM  konsantrasyonlarda borik asit
uygulandiginda TOS seviyeleri artarken (Sekil
5A; sirastyla p<0,01, p<0,001 ve p<0,0001),
TAS seviyeleri 6nemli Glgiide azaldi (Sekil
5B; sirasiyla p<0,01 ve p<0,0001). Buna gore
U251 hiicrelerinin OSTI'si belirtilen
konsantrasyonlarda onemli olgiide yiikseldi
(Sekil 5C; swrasiyla p<0,01, p<0,001 ve
p<0,0001).
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eleri (pmol H,0; Equiv./L)

TOS seviy
y

OSI degerleri

R
¥
o
A
K,

B

w

o
N

0.2

TAS seviyeleri (mmol Trolox Equiv./L)

o
AF

"v\’v

Sekil 5. Borik asidin U251 hiicrelerindeki oksidatif stres iizerine etkisi. (A) Borik asit maruziyeti sonrasi U251
hiicrelerindeki TOS seviyeleri, (B) Borik asit maruziyeti sonras1t U251 hiicrelerindeki TAS seviyeleri, (C) Borik asit
maruziyeti sonrasi U251 hiicrelerindeki OSI seviyeleri, *p<0,01, **p<0,001 ve ***p<0,0001.

4. Tartisma ve Sonug

Bir tiir beyin tiimorii olan GBM'nin oldukca
invaziv ve agresif oldugu biliniyor. Ek olarak,
GBM'ye yonelik mevcut tedaviler siklikla
tiimoriin  niiksetmesini  6nlemede basarisiz
olmaktadir (16). Bugiine kadar bir¢ok
calisma, ¢esitli potansiyel terapotik ajanlarin
GBM  hiicrelerindeki  hiicre  dongiisi,
ekstraseliiler matriks ve apoptoz gibi sinyal
yollart  tizerindeki antikanser  etkilerini
aragtirmigtir -~ (17, 18). Ayrica  Onceki
calismamizda borik asidin, SEMA3F/NRP2
ve ferroptoz sinyal yollar1 yoluyla reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve kaspaz aktivasyonuna
neden olarak GBM hiicrelerinde hiicre
canliligmi baskiladigimi gosterdik (19). Bu
calisma borik asidin GBM hiicrelerindeki ER
stresi nasil etkiledigini belirlemeyi amagladik.

Bor  bazli  bilesikler, antikarsinojenik
oOzelliklerinden dolayr kanser tedavileri
lizerine yapilan arastirmalarda

incelenmektedir. Birgok ¢aligma, yiiksek bor
iceren ortamlarm prostat, meme, rahim agzi
ve akciger kanserleri gibi bazi kanserlerin
riskini azaltabilecegini gdstermistir (20). Son
birka¢ yilda yapilan aragtirmalar, bor
bilesiklerinin antikanser ajan olarak &zellikle

ameliyat disi  kanserlerde ve  yiiksek
maligniteli ~ kanserlerde  yaygmm  olarak
kullanildigim1 ~ goéstermistir (21, 22). Bu

calisma, GBM hiicrelerinde borik asidin ER

stresi  lizerinden potansiyel anti-kanser
Ozelliklerini ~ vurgulayan  ilk  kanitlan
sunmaktadir. Borik asidin GBM hiicrelerinin
biiylimesini etkili bir sekilde baskiladigini ve
kaspaz  bagimli mekanizmalar  yoluyla
apoptozu tetikledigini, etkilerinin doza bagh
oldugunu ortaya koyuyoruz. Bulgularimiza

dayanarak, bu  anti-kanser etkilerinin
muhtemelen kanser hiicrelerinde oksidatif
stresin  indiikklenmesine ve ER stresini

indiiklemesine atfedilebilecegini 6neriyoruz.

Kanser tedavisinin temel amaclarindan biri
hiicrelerin hizli ve kontrolsiiz ¢ogalmasini
engellemektir. Hiicre c¢ogalmasiyla ilgili
sinyallerin  engellenmesinin ~ yan1  sira,
apoptozun indiiklenmesi bu hedefe ulagsmada
¢ok Onemli bir rol oynar (23). Prostat
kanserinde bor, hiicre boliinmesinde yer alan
siklin proteinlerinin ekspresyonunu azaltarak
terapdtik potansiyel gostermistir(21). Onceki
calismamizda bir bor bilesigi olan boraksin,
GBM hiicrelerinde diisiik konsantrasyonlarda

kaspaz 3'e bagli apoptozu indikledigi
gosterilmistir  (22). Ek olarak, yliksek
konsantrasyonlarda ~ mevcut oldugunda

kalsiyum sinyalini bozma yetenegi sayesinde
borik asidin prostat kanseri hiicre biiylimesini
etkili bir sekilde inhibe ettigini gdsteren
kanitlar vardir (24). Scorei ve arkadaslarinin
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bulgularina gore borik aside maruz kalma,
meme kanseri hiicre cogalmasinin
baskilanmasina yol agti. Ancak p53 ve bcl-2
protein seviyelerinde, sitozolik sitokrom c
seviyelerinde veya kaspaz 3 aktivitesinde bir
artisa yol agmadi (25). Kahraman ve Goker
tarafindan yapilan ¢aligmada ise borik asidin
hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde apoptoz
ve otofajiyi artirdigi, hiicre canliligini inhibe
ettigi ve migrasyonu azalttigi gozlenmistir
(26). Benzer sekilde, borik asidin yumurtalik
kanseri hiicrelerinde hiicre c¢ogalmasini,
istilasini, go6c¢iinii ve koloni olusumunu
engellerken ayn1 zamanda apoptozu tesvik
ettigi ve  oksidatif stresi indikledigi
gosterilmistir  (27). Onceki arastirmalara
paralel olarak, ¢aligmamiz borik asidin U251
hiicrelerindeki hiicre sag kaliminda 6nemli bir
azalmaya yol actigin1 ve gdzlenen bu etkinin,
312,7 uM'lik bir IC50 degeriyle uygulanan
doza bagh oldugunu gosterdi. Ek olarak
bulgularimiz borik asidin apoptotik yolu
tesvik ederek U251 hiicrelerinde sitokrom c,

kaspaz 3 ve kaspaz 12 seviyelerini
yiikselttigini gosterdi.

Caligmalar, saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda kanserli hastalarda

oksidatif stresin arttifini gostermistir (28).
Ayrica oksidatif stres, hiicre proliferasyonu ile
ilgili sinyal yollarim aktive ettiginden malign
transformasyon i¢in O6nemli bir risk faktorii
olusturmaktadir (29). ROS tiimoér biiylimesini
tesvik etse de asir1 yiikksek ROS seviyeleri bu
hiicreler igin sitotoksik hale gelir. Kanser

hiicreleri, antioksidan  sistemle  iliskili
enzimleri kodlayan genleri aktive ederek
antioksidan kapasitelerini arttirir, bu da

onlarin apoptoz gecirmeden biiyiimelerini
tesvik eden bir seviyede ROS'u korumalarmi
saglar. Bu nedenle, ROS olusumunu arttirmak
ve antioksidan savunmayi azaltmak, yani
oksidatif stresi indiiklemek, kanser
hiicrelerinde apoptozu tesvik etmede faydali
bir yaklagimi temsil etmektedir (30). Burada,
borik asidin U251 hiicrelerinde TOS
yiikselterek, ayni zamanda TAS azaltarak
doza bagli bir sekilde oksidatif stresi
indiikledigini gosterdik. Bulgularimiz, dnceki
calismamizdaki borik asidin antioksidan
siiperoksit dismutaz ve katalaz diizeylerini
azaltarak  oksidatif stresi indiikledigini
gosteren sonuglari da desteklemektedir (31).

ER stres tepkisi, stresli hiicrelerin kendini
koruma mekanizmasidir. ER stres
uyarildiginda, timor hiicreleri, ER
homeostazisini yeniden saglayabilen ve hiicre
apoptozunu indiikleyebilen kapsamli bir
sinyal sistemi olan katlanmamis protein
yanitinin adaptif mekanizmasim aktive eder
(32). Apoptoz, i¢ ve dis ortamin uyarilmasi
altinda programlanmis hiicre 6liimii siirecidir.
Aym zamanda anti-timor ilaglarin neden
oldugu hiicre Olimiinin de oOnemli bir
nedenidir  (33). Apoptozun  tiimorlerin
olusumunda ve  gelisiminde  olumsuz
diizenleyici rolii vardir. Tiimoérlerin olusumu
ve gelisimi ile iliskili oldugu bilinen apoptoz
genleri temel olarak Bcl-2 ailesi, kaspaz ailesi
ve p53 genini igermektedir. Bcl-2'nin
inhibisyonu, timdr hiicrelerinin apoptozunu
tesvik edebilirken, Bel-2'nin asir1 ekspresyonu
bunu engelleyebilir (34). Dis uyar1 ¢ok giiclii
oldugunda ER'nin, PERK, inositol gerektiren
enzim 1 ve ATF6 yolaklarinin aktivasyonu
yoluyla  hiicre apoptozunu indiikledigi
gosterilmistir (35). ATF6, ER stresine yanit
olarak  Golgi govdesine aktarilan  bir
transkripsiyon faktoriidiir; burada bolge-1
proteazlar (S1P) ve S2P tarafindan bdliiniir,
hedef gen GRP78'i aktive eder ve daha sonra
dolayli olarak CHOP aracilifiyla hiicre
apoptozunu modiile eder (36). CHOP'un hiicre
dongiisiiniin durmasina neden olarak ve hiicre
Olimiini tetikleyerek hiicresel hasara yol
acabilen Onemli bir pro-apoptotik molekiil
oldugu 1iyi bilinmektedir. CHOP, hiicre
apoptozu sirasinda PERK-ATF4-CHOP sinyal
yolunda rol oynar (37). Penaranda-Fajardo ve
meslektaglari, GBM o6rneklerindeki yiiksek
ATF4 seviyelerinin, daha Once tedavi
gormemis hastalarda kotii prognoz ile iligkili
oldugunu ortaya ¢ikarmislardir (38). Bir bagka
caligmada, GRP78’in asir1 ekspresyonu,
agresif fenotiplerin malign gliomalarinda
goriilmiistiir; ER  stresi ayrica terapotik
tedaviler sonrasinda glioma hiicrelerini
apoptoza yatkin hale getirdigi de bildirilmistir
(39). Dahasi, gefitinib maruziyetinin GBM
hiicrelerindeki apoptozu arttirmasina paralel
olarak CHOP protein ekspresyonlarini ve
ROS seviyelerini arttirarak ROS/ER stres
ekseniyle tutarli sonuglar ortaya konmustur.
Verilen sonuglarla tutarli  sekilde bu
calismamizda, borik asit maruziyetinin U251
hiicrelerinde GRP78 ve ATF4 seviyelerini
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diistirdiigli ve CHOP seviyelerini arttirdigim
bulduk. Bunun yani sira, borik asit maruziyeti
sonrasinda artan ER stresine artan apoptoz ve
oksidatif stresinde eslik ettigini belirledik.

Sonu¢ olarak, mevcut arastirmada, borik
asidin muhtemelen ER stresi yoluyla oksidatif
stresi ve apoptozu indiikleyerek U251 GBM
hiicre proliferasyonunu inhibe etmek igin
hareket ettigini rapor ediyoruz. Bulgularimiz
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