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ONSOZ

Tezimizde UV radyasyon varliginda insan keratinosit hiicreleri (HaCaT)
tizerinde sitotoksik ve genotoksik etkilerinin arastirilmasi ve bu etkiler tizerinde borik

asitin koruyucu bir etkinliginin olup olmadiginin gosterilmesi amaglanmaigtir.

Borik asitin genotoksik etkileri dnlemesi ya da azaltmasi durumunda borik
asidin gilines kremlerinin formulasyonlarinda kullanilmasi tavsiye edilebilecektir.
Ulkemizin bor rezervleri agisindan Diinya’daki toplam bor rezervlerinin yaklasik
%75’ine sahip oldugu ve bu konuda Diinya lideri oldugu diisiiniiliirse, borik asidin
kullanim alanlarmi arttirmaya yonelik olan ¢alismalarin  6nemi daha iyi

anlagilabilmektedir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca danismanligimi yiiriiten ve tez ¢aligmasi
stiresince bilgi ve deneyimleri ile bana her zaman yardimci olan degerli hocam Sayin
Dog. Dr. Aylin USTUNDAG?a, tiim birikimleriyle egitim dénemim boyunca bana
destek olan Farmasotik Toksikoloji Ana Bilim Dali’nin saygideger hocalarina ve beni
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yanimda olan ¢ok kiymetli esim Ecz. Ozgiil COSKUN GUNAY’a ve canim kizim
Betiil GUNAY ’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Bor, Borik Asit ve Onemi

1.1.1. Bor Elementinin Tarihcesi

Bor kelimesinin kokenleri; Arapga buraq, baurach ve Farsca burah
kelimelerinden gelmektedir. Tarihte ilk defa Babiller tarafindan M.O. 2000 yillarinda
metallerin eritilmesi islemlerinde kullandig1 yoniinde verilere rastlanmaktadir. Bunun
yant sira bor Misir, Mezopotamya ve Arap Yarimadasinda bir¢ok uygarlik tarafindan
tedavi, mumyalama, ilag ham maddesi ve temizlik maddesi olarak kullanilmistir.
Yakin tarihte bor element olarak ilk defa 1808’de Fransiz bilim adami Baron Louis
Thenard ve Joseph Gay-Lussac tarafindan bilim tarihine kazandirilmistir. Bor ve
bilesiklerinin endiistriyel amaclarla Avrupa Kitasinda kullanilmaya baglamasi ise daha

eski donemlere, yaklasik 13. ylizyila uzanmaktadir (Woods, 1994).

Ulkemiz topraklarinda ise bor madeni ilk defa 18. yiizyil ortalarmda tespit
edilmis ve iglenmeye baslamistir. Cumhuriyet donemiyle birlikte yapilan yatirimlar
sonucunda giiniimiizde Tirkiye, Diinya bor iretiminde Onemli bir pozisyona
ulasmstir (Sizmaz, 2013). Ulkemiz diinya iilkeleri arasinda, sahip oldugu bor yataklari
acisindan %72 oran ile birinci siradadir. Baglica bor yataklari, Bati Anadolu ve
Marmara Denizi giiney kesimlerinde, ozellikle Eskisehir ve Kiitahya ydrelerinde
bulunmaktadir (Yenmez, 2009).

Dogu Roma Imparatorlugu devrinden beri Tiirkiye'deki bor madenlerinin
bilindigi ve aym zamanda kullanildigi tahmin edilmektedir. Balikesir Ili-Susurluk

Ilgesinin Sultangayiri bolgesi ilk bor minerali yataklarinin goriildiigii yerdir. Pandermit



diye adlandirilan Cevher, yabanci sirketler tarafindan uzun stire kalsiyum tuzu olarak

isletilmistir.

1865 yilinda Fransiz "Desmazures" sirketine Boraks Madeni Isletme imtiyazi,
1861 yilinda ¢ikarilan "Maadin Nizamnamesi" hiikiimlerine uygun bir sekilde
verilmistir. Bir Ingiliz kurulusu olan Boraks Consolidated Ltd. bu alana 1887'de
yerlesmis ve isletme imtiyaz1 alarak da 1958'e kadar faaliyetine devam etmistir. 624
yabanci sirkete 1927 yilina kadar imtiyaz verilmis, yabanci sermayeye yeni imtiyaz

verilmesi 1944 yilinda son bulmus olup bu sirketlerin biiyiik kismi millilestirilmistir.

2804 ve 2805 Sayili Kanunlar kapsaminda MTA ve Etibank gibi milli kuruluslar
arama ruhsatlarini 1935 yilinda almis olup, arama faaliyetlerini II. Diinya Savasi'ndan
sonra hem hizlandirip hem de yayginlastirmislardir. Kolemanit yataklarina ¢ok farklh
bolgelerde rastlanilmis olup bunlar; 1950 yilinin baslarinda Bigadi¢ yakinlarinda,
1952 yilinda Mustafa Kemal Pasa civarinda, 1956 yilinda ise linyit etiitleri yapilirken
MTA Enstitiisii Emet-Kiitahya sinirlar igerisinde yer alan Hisarcik ve Hamamkoy
bolgesinde kolemanit yataklarina rastlanmistir. Etibank, 1958 yilinda bu yataklarin

isletme imtiyazini almistir.

Balikesir civarinda Boraks yataklarmin isletmesini yapan bir Ingiliz kurulusu
olan Boraks Consolidated Ltd. Sirketi, Ingiliz Boraks cevherlerinde kayda deger bir
atig goriince Kirka-Sodyum tuzu yataklarinin da isletmesine sahip olmak i¢in 1965
yilindan itibaren girisimlerde bulunarak 6zel madencilerin islettigi yataklar
devralmaya baslamis ve daha sonra Tiirk Boraks ismi biinyesinde bu yataklar
isletmistir. Ancak bu sahanin devir islemlerinde kanuna aykir1 birtakim eksiklikler
olmasi nedeniyle Tiirk Boraks'in imtiyazi alinmis olup 1968 yili baslarinda bu
yataklarin igletme gorevi Etibank'a gecmistir. Bdylece 1970 yilindan itibaren

hazirliklara baglanmis ve yeni tesisler kurulmustur.



Ulkemizde yer alan bor madenlerimizin isletmesi ilk etapta yabanci sirketler
tarafindan yiiriitiliirken 1968 yili itibariyle yerli olmayan firmalarin imtiyazlarinin
devlete ge¢mesi ile Etibank basta olmak iizere bir takim kii¢iik olgekli yerli firma
tarafindan bor yataklarinin isletilmesi yabanci sirketlerden alinmistir. Bu siirecle
birlikte bor yataklarinin devlet biinyesinde isletilmesi ilk kez 1978 yilinda baglamis
olup bu karardan itibaren de iiretim, yatirim, madencilik ve pazarlama gibi konulardaki
tiim faaliyetler Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii altinda ifa edilmektedir (Bor

Arastirma Enstitlisti, Boren; www.boren.gov.tr).

1.1.2. Borun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Gegis metali olarak da bilinen Bor, periyodik tabloda “B” simgesi ile gosterilir.
Atom numarasi 5, yogunlugu 2,84 gr/cm3, atom agirlig1 10,81, kaynama noktas1 2.250
C ve erime noktas1 2.200 C, yar1 iletken 6zelligine sahip olan siyah renkli, ametal ile
metal aras1 bir elementtir. (Bor Arastirma Enstitiisii, Boren; www.boren.gov.tr). Diger

ozelliklere Cizelge 1.1° de yer verilmistir.



Cizelge 1.1. Borun atomik vapist

Atomik Cap1 1.17 A
Atomik Hacmi 4.6 cm3/mol
Kristal Yapisi Ehombohedral
Elektron Konfigiirasvonu 1522s52p!
Ivonik Cap1 023 A
Elektron Savisi (viiksiiz) 5

Nétron Sayisi b

Proton Sayisi 5

Valans Elektronlan 2sipl

Tabiatta tek basina ¢ok siklikla rastlanilmayan bor, diger elementlerle bilesik
halinde olarak goriiliir. Dogada asag1 yukart 230 c¢esit Bor minerali vardir. Borun
oksijene olan ilgisi ve bag yapmaya elverigli olmasi nedeniyle bir¢cok degisik
Boroksijen bilesimi bulunmaktadir. Boroksijen bilesiklerinin genel adi borat olarak

bilinir (Col ve Col, 2003).

Bor dogada en sik borat formunda bulunur. Boratlar arasinda 6zellikle kalsiyum
ve sodyum boratlar 6nemli yer tutar. Boratlarin diger 6nemli bir formu ise borik asittir
ve borun insanlarda ve hayvanlarda en sik gézlenen formudur (Boncukguoglu ve ark.,
2004). Borun ¢oziiniir formlar: arasinda en yaygin olarak goriileni borik asittir. Borik
asit (H3BO3); renksiz, kokusuz ve suda kolayca ¢oziinebilen seffaf kristal yapida ya
da beyaz graniillii toz halinde bulunan bir Lewis asittir ve 6zgiil agirlig1 1.43 gr/cm3
tiir (Barranco, 2004). Borik asitin bilinen {i¢ formu vardir. Bunlar orto, tetra ve meta
borik asitlerdir. Borik asit olarak bilinen ve en yaygin goriilen formu ortoborik asittir.
Bu formlar 1s1nn etkisiyle olusmaktadir. Ornegin ortoborik asit 100°C nin iizerindeki
sicakliklarda Once metaborik asite, 160°C’nin {izerinde ise tetraborik asite

doniismektedir (Kalagay, 2013).



Endiistride bir ¢ok tiirde bor bilesiginin kullanilmasina imkan saglayan durum
borun farkli tiirde metal ve ametal elementlerle olusturdugu bilesiklerin gosterdigi
degisik Ozelliklerden kaynaklanmaktadir. Endiistride kullanilan bor bilesiklerinden
onemlileri baslica; kolemanit (kalsiyum kokenli bor bilesikleri), boraks (tinkal,
sodyum kokenli bor bilesikleri), iileksit (sodyum kalsiyum kdkenli bor bilesikleri)
olarak siniflandirilabilir. Bunlara ek olarak probertit, kernit, szyabelit, sasolit, datolit,
tiivenan, boraks pentahidrat, boraks dekahidrat, susuz boraks, sodyum per borat, borik
asit, hidroborasit, susuz borik asit sayilabilir. Bir bor madeninin i¢inde oran olarak ne
kadar yiiksek B203 (boroksit) varsa, o maden digerlerine gore daha fazla degerli
oldugu ongoriilmektedir. Bor ve segilen bor bilesenlerinin fiziksel ve kimyasal

ozellikleri Cizelge 1.2°de yer almaktadir.

Cizelge 1.2. Bor ve secilen bor bilesenlerinin fiziksel ve kimyasal oOzellikleri
(ATSDR(1992); U.S. EPA(1987); ECETOC(1994); WHO(1998)).

Bor Borik Asit Boraks Bor Oksit
CAS  Kayit | 7440-42-8 10043-35-3 | 1303-96-4 1303
Numarast
Molekiil B H3BO3 Na2B407.10H20 B203
Formiilii
Molekiil 10.81 61.83 381.43 69.62
Agirhig
Bor Igerigi | 100 17.48 11.34 31.06
(%)
Fiziksel Siyah kristal | Beyaz veya | Beyaz veya renksiz | Beyaz veya
Formu veya sar1- | renksiz kristal graniilleri | renksiz
kahverengi kristal veya tozu camst
amorf toz graniilleri grantiller
veya tozu




Spesifik 2.34 1.51 1.73 2.46
Yogunluk
((20°C)

Erime 2300 171 >62 Bilgi yok
Noktas1 (°C)
Kapal1 alanda

Suda Co6zlinmez 20°C—4,72 | 20°C-4,71 Hizla suyla

100°C -27,53 | 100°C -65,63

Coziiniirlik birlesme

Boratlar, ¢evrede en sik olarak kolemanit, uleksit ve trikal seklinde bulunur.
Ancak bu bor bilesikleri dogada su ile ¢oziinerek borik asit formuna doniisiir. Ayni
zamanda bor bilesiklerinin oral yolla aliminda da fizyolojik sivilarda (kan, idrar, vb)
borik asit bulunur. Bu nedenle borik asitin antioksidan 6zelliginin arastirilmasi, ayni
zamanda tlim boratlarin antioksidan 6zelliklerinin aragtirilmasi anlamina gelecektir.
Borik asit genellikle endiistride, tarimda ve kozmetik ve saglik alaninda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Hunt, 1996; Devirian ve Volpe, 2003).

Borik asit viicuda alindiktan sonra hizla absorbe edilir ve pasif difiizyon
araciligi ile tiim viicut sivilarina dagilir. Baz1 ¢alismalar hem insan hem de si¢anlarda
borik asitin kan doku dagilim oraninin 1:1 oldugunu gostermektedir. Borik asit viicutta
metabolize edilmez ve idrar yoluyla atilir. Viicuttaki yart 6mrii yaklasik bir giin
kadardir ve yumusak dokularda birikim gostermedigi tespit edilmistir. Ancak buna
karsilik borik asitin 6zellikle kemik dokuya karst artmis affinitesi bulunmakta olup

burada birikim gosterebilmektedir (Qureshi ve ark., 2001).

1.1.3. Borun Kullanim Alanlar1



Bor bilesikleri giiniimiizde bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Tipta (¢esitli ilaglarin
tiretiminde, vitamin takviyesinde, kanser tedavisi gibi alanlarda), sterilizasyon ve
temizlik alaninda (gesitli fungusit, insektisit ve antiseptik maddelerin iiretiminde),
tarimda (zirai miicadele ilaclarinda, giibre yapiminda) ve ¢esitli endiistriyel alanlarda

(cam, seramik, metal, kozmetik gibi) kullanilmaktadir (Ayranci, 2005).

Sektor olarak bor minerallerinin biiyiik bir kisminin kullanildigi alanlarin
basinda cam sanayi gelir. Bor, olusan nihai iiriiniin dayanikliligini ve yiizey sertligini
arttirmakla birlikte cam ara mamuliine ergimis halde koyuldugunda onun viskozitesini
arttirmaktadir. Izolasyon tipi ve tekstil tipi cam elyaflarinda, borosilikat camlarda
ozellikle bor oksit yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bor; tekstil tipi ve izalosyon tipi
cam elyaflarinda, borosilikat cam, s1v1 kristal gostergelerinde, arabalarin far ve sinyal
camlarinda, 6zel firin kaplarinda, laboratuvar malzemelerinde, LCD (Liquid Crystal
Display) ekranlar ve CRT cam {iriinlerinde ve cam yiiniinde kullanilmakla birlikte
ayrica elektronik endiistrisinde, uzay sanayinde ve niikleer reaktdrlerde borlu bir takim
Ozel camlar kullanilarak genis bir yelpazede borun arastirilmasina imkan

saglamaktadir.

Seramik sanayinde ise borun kullanim alanlarimi biiylik oranda sir ve fritler
olusturmaktadir. Agirlikga %8-24 arasinda seramik sirlarinda kullanilan bor oksit
orani degisiklik gosterir. Seramik sirlarda bor oksitin ana gdrevi, sirrin 1s1sal genlesme
kat sayisini diizenlemek ve malzeme ile cam arasinda 1s1 bakimindan uyumu
saglamaktir. Ergimenin ilk sathasinda cam olusumunu saglamak amaciyla sirlara bor
eklenmesi bir diger neden olarak goriilmektedir. Ayrica boratlar, sir¢alarin refrakter
endeksini yiikselterek goriinlimde kayda deger bir iyilesme saglamaktadir. Cizilme
direnci ve sir’in mekanik giicii bor varliginda artar. Ayrica bor, suyun ve kimyasallarin
etkisine kars1 savagarak gerekli direnci saglar. Bunun yani sira borlar renklendiricilerin
katilimina zemin olustururlar. Bor oksit %20 sinirina kadar emayelerin doygunlasma

1is1sin1 ve viskozitesini azaltmada etkin olarak kullanilabilmektedir. Genelde sulu



boraks formu tercih edilen ve emaye iceriginde yer alan hammaddelerin 6zellikle %17-
32'sini bor oksit olusturur. %3-24 araliginda ve kolemanit formunda sirlara katilan bor,
seramik malzemesinin ¢izilmelere ve diger fiziksel etkilere kars1 dayanikli olmasin

saglar.

Temizlik maddelerinde %10 oraninda kullanilan boraks dekahidrat deterjanlar
ve sabunlarda antimikrobiyal amagli, sodyum perboratin ise suyu yumusatma etkisi ve
agartict etkisi oldugundan %10-20 oraninda toz deterjanlarda genellikle
kullanilmaktadir. Kimyasal formiilii NaBO2H202.3H>0 olan sodyum perborat etkin

oksijen igerigi oldugundan beyazlatmada etkilidir.

Bor elementinin bitkilerin biiylimesinde etkin bir rol oynadigi bundan 82 yil
oncesinde bile bilinmesine ragmen hala bitkilerde borun nasil bir fonksiyonu oldugu
anlagilamamistir.  Borun  hiicrelerin  gelisimi ve boliinmesini, fotosentez
reaksiyonlarini, hiicreler arasi seker gegislerini diizenlemektedir. Buna karsin yeterli
miktarlarda bor olmasa da bitkiler yaprak acabilir ve gelisebilirler ancak borun

yoklugunda tohum ve meyve iiretiminde azalmalar kaginilmaz olacaktir.

Sebzelerin fizyolojisi ve beslenmesi ilizerine yapilan aragtirmalar, borun
sebzelerin kalitesini ve biiyiimesini 6nemli derecede iyilestirdigini gostermistir. Borun
kullanilmasi ile sebzelerdeki gelisim ve biiylime baslangic noktalari, bitkilerin hiicre
i¢ci dolasimindaki besleyici maddeler, hiicre i¢i nisasta ve seker transferi, biiylime
tizerine etkili hormon olusumu, tomurcuk ve ¢icek olusumu, kok gelisimi gibi

unsurlarda kayda deger bir artis oldugu gézlemlenmektedir.



Meyve veren agaglar igin meyve verme, ¢icek agma ve meyve kalitesi yoniinden
bor elementi 6nemli bir mikro besleyicidir. Eger meyve veren bir agac gerekli
miktarda bor iceriyorsa; meyve kapasitesinde artis, ¢igek agma ve meyvenin
kabugunda ve i¢inde goriilen ciliriimelerde ve hasarda azalma, gerekli besleyici
maddelerin ve sekerin yapraklardan meyveye dogru iletilmesinde hiz artisi,
bliylimemis aga¢ dallarinin miktarinda azalma ve bununla iligkili olarak daldan

diismeden agacta kalan meyve sayisinda artig goriilmektedir.

Besinlerden bagka giinliik hayatimizda 6nemli bir yeri olan kozmetik iiriinler ve
kullandigimiz deterjanlarda da bor karsimiza c¢ikmaktadir. Farkli bor bilesenleri
(sodyum perborat vs.) seklinde deterjanlarda kullanilan bor, ayn1 zamanda kigisel
bakim {irlinlerinde, ev temizlik malzemelerinde ve endiistri alaninda beyazlatici,
agartict ve anti mikrobiyal olarak kullanilmaktadir. Kozmetik sanayisinde ise bitmis
iriinlere sagladig1 yapiskanlik, yumusaklik ve dayaniklilik gibi 6zellikler bakimindan
bor elementi tercih edilmektedir.

Bor kullanim alaniin havacilik ve ucak ve endiistrisinde giin gegtikge arttig
gorilmektedir. Havacilik ve uzay sanayinde bor; kompozit bir malzeme olarak
kullanim, yiiksek hiz kanat uygulamalarinda, aerodinamikteki yenilikler, yiiksek 1s1ya
dayanikli govde, yliksek kapasite diisiik agirlik ve benzeri uygulamalar iizerinde
yiiriitiilen tasarim ve gelistirme ¢alismalart oldukg¢a yayginlagtirmistir. Borun yanici
ancak tutusma sicaklifinin fazla olmasi, yanma sonucunda g¢evreye zarar verecek
emisyon gazlarinin a¢iga ¢ikmamasi ve rahatlikla aktarilabilecek kati {iriin olugmasi
ulasimda kullanilan araglarda cazip bir durum olarak kabul gérmektedir. Ayrica fiize
yakitt bakimindan bor ve bor bilesikleri kullanilabilmekte olup BsHg (hidrojen
pentaboran) ve BzHe (hidrojen diboran) gibi bor hidriirlerinin potansiyel yiiksek
performansli yakit olarak ucgaklarda kullanimi konusunda yapilan ¢alismalar

mevcuttur (Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii; http://www.etimaden.gov.tr/).



1.1.4. Borun Insan Saghg Uzerine Etkileri

Cok sayida gelismis hayvanin, yasam dongiisiinii tamamlayabilmek icin bora
ihtiya¢ duydugunu gosteren yoksunluk ¢alismalar1 bulunmaktadir. Bitki ve hayvanlar
i¢in esansiyel bir mineral oldugu kanitlanan borun insanlar i¢in de esansiyel oldugunu
gosteren ¢aligmalar bulunmakla birlikte kesin verilere ulagmak i¢in bu ¢alismalarin
arttirilmas1  gerekmektedir. Insan ve hayvanlarda ortak yiiriitilen bir ¢alisma
yapilmistir. Elde edilen veriler, insanlar i¢in kabul edilebilir giivenli bor alim
miktarmin giinliik 1-13 mg olmasi gerektigini gostermektedir. Ancak son zamanlarda
elde edilen bulgular niifusun biiyiik bir kisminin giinliik 1 mg’dan daha diisiik bor
tiikkettigini ispatlamaktadir. Bu durum klinik agidan énemli bir endise olusturmaktadir

(Nielsen, 1998).

Bor viicuda alindiktan sonra viicutta tutulmasi gibi bir durum s6z konusu
degildir. Bor’un % 90-95 gibi bir orani viicutta biriktirilmeden iire ile viicut disina
atilmaktadir. Sadece tirnak, kemik ve killarla dalak ve karaciger gibi organlarda ¢ok
az biriktigi sOylenebilir (Sayli, 2000). Bor’un toksik etkisinin ¢ok diisiik olup akut
etkisinin de 2 ile 5 g arasinda borik asitin dogrudan viicuda alinmasi sonucu ortaya
ciktig1 bilinmektedir. Bor’un kronik olarak etkisinin ise yapilan ¢alismalara gore
idrardaki azot miktarimi arttirdigi ve yalniz protein metabolizmasim etkiledigi
goriilmiistiir (Moseman, 1994). Bor’un toksik etkisi ¢ocuklarda genelde koma, havale
gibi beyin zarinin tahrip edici etkileri seklinde yetiskinlerde ise kusma, bas agrisi,
ishal, depresyon yada heyecan olarak goriilmektedir. Bor ile zehirlenme belirtisi
parmak uclarinda olugsan pembemsi bir renk olarak goriilmektedir (Mc Kee ve Wolf,
1963). Baz1 calismalarda ve kaynaklarda bor tozlariyla temas eden is¢ilerin cinsel
hayatlarinda gerileme ve sperm sayilarinda diisiikliik oldugu iddia edilmistir. Fakat
diinyada ve {iilkemizde yapilan birgok arastirmada iddia edilenin aksine bor

elementinin kisirliga neden olmadigi sonucu goriilmektedir (Sayli, 2000).

Her ne kadar insan viicudu i¢in borun diisiik miktarlarina ihtiya¢ duyulsa da, bor

viicudumuzda sentezlenemedigi igin besinler yoluyla disaridan alinmasina gerek
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duyulan elzem bir besleyici elementtir. 1981 yil1 ve 6ncesinde insanlar tizerinde borun
bir etkisinin olmadig1 6ngorilmekteydi. Ancak bu yildan sonra yapilan ¢alismalarda
diistiniilenin tam aksine borun, insanin biiyliime ve gelisiminde 6nemli oldugu, pek ¢ok
hastalik tedavisi igin ise yeri doldurulamayan bir element oldugu ortaya ¢ikmustir. Bor
metabolizmada, magnezyum, kalsiyum ve fosfor dengesini ayarlayarak kaslarin
giiclenmesine, beyin fonksiyonlarinin gelisimine ve saglikli kemiklerin olusumuna

yardimei olur.

Bor 0zellikle immiin sistem, tireme sistemi, iskelet ve kas sistemi, sinir sistemi,
ve enerji metabolizmasina olan etkileri agisindan dnemli bir mineraldir. Bor aliminin
diisik dozda olmasi bu sistemlerde bozukluklara neden olabilecegi bulunmustur.
Dolayisiyla giinliik diyette bora yer verilmelidir. Genel olarak meyve, sebze, baklagil,
kuruyemis agisindan zengin bir diyetle bor alinabilir. Ozellikle findik, badem, hurma,
elma, erik, tiztim, brokoli, domates, patates bol miktarda bor igeren besin maddeleridir

(Nielsen, 2008).

Bor etkin olarak alerjik hastaliklarda, osteoporoz tedavilerinde, psikiyatride,
kemik gelisiminde, menopoz ve artiritte, tedavisinde kullanildigi goriilmektedir.
Ayrica saglikli hiicrelere herhangi bir hasar vermeden ispati kesin olmayan bir tedavi
olmakla birlikte kanserli hiicrelerin yok edilmesinde BNCT (Bor Nétron Yakalama
Tedavisi) de rol alan bor elementi bu bakimdan da kanser tedavisinde yeni bir umut

15181 olmustur (Boren, Bor Arastirma Enstitiisii; www.boren.gov.tr).

Borik asit oral yolla uygulamadan sonra tamami hizla absorbe olur ve
gastrointestinal yoldan kan dolagimina geger. Cesitli bor bilesiklerinin hipolipidemik,
antienflamatuar ve antikanser 6zelliklerinin oldugu Barranco ve ark. (2008) tarafindan
ileri siirilmiistiir. Ayrica bor bilesiklerinin bakteri ve kiiltiirii yapilmis memeli

hiicrelerinde genotoksik etki potansiyelinin olmadigi gosterilmistir (Moore, 1997).

11



Ayrica meyve ve sebzelerin tliketilmesiyle alinan borun bir¢ok faydali etkileri
oldugu da bildirilmistir (Devirian ve Volpe, 2003). Arastirma sonuglari diyetle alinan
borik asit gibi bor bilesiklerinin hayvanlarda pek c¢ok metabolik parametreleri
etkiledigini gostermektedir (Hunt, 1998). Borik asitin kalsiyum ve potasyum
metabolizmasinda; D vitamini (Hunt, 1996), aldehit dehidrogenaz, ksantin oksidaz,
sitokrom b-5 rediiktaz (Hunt, 1996; Devirian ve Volpe, 2003), insiilin, Gstrojen,
testesteron, T3, T4 (Armstrong ve ark., 2001), trigliserit, glukoz ve reaktif oksijen
tiirleri (Turkez ve ark., 2007; Ince ve ark., 2011; Turkez ve ark., 2012) {izerinde etkili
oldugu gosterilmistir. Bu biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlar1 2 temel hipoteze
dayandirilmaktadir. Bu hipotezlerden ilki bor bilesiklerinin hiicre membran
fonksiyonlarinda rol oynayarak hormonlar iizerine etkisini gdstermesi, ikincisi ise
bir¢ok enzimatik sistemde metabolik diizenleyici olarak rol oynamasi olabilir. Ancak
bunlarin yaninda bor bilesiklerinin antioksidan savunma mekanizmasi iizerine etkileri
heniiz tam olarak anlasilamamistir (Pawa ve Ali, 2006), invitro ve invivo olarak
antioksidan etkisinin olup olmadig1 halen arastirilmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri
hiicre membran1 ve organelleri ile etkileserek hiicre ve dokularda hasara neden olan
radikallerdir. Bu radikaller ¢oklu yag asitlerine atak yaparak metilen (-CH>) grubundan
bir hidrojen atomunun kopmasina ve bu sekilde lipid peroksidasyonun baglamasina
sebep olurlar. Bor, organizmadaki depo glutatyon ve tiirevlerinin veya diger reaktif
oksijen tiirlerini notralleyici ajanlarin miktarinda artisa sebep olarak oksidatif hasar
olusumunu baskilar (Hunt ve Idso, 1999). Bircok hastaligin tedavisinde rol
oynayabilecek faydali etkilerinin bilinmesi ancak antioksidan etkisinin tam olarak
aydinlatilamamis olmasi, borun antioksidan 6zelliklerinin ¢alisilmasini ¢ok 6nemli bir

arastirma konusu haline gelmistir.

1.2. Komet Analizleri

1.2.1. Komet Analizinin Onemi

Komet analizleri alkali ve noétral pH’da wuygulanabilir. Alkali pH’da

elektroforezde kullanilan c¢ozeltinin pH’st 13’ten biiyiik olmali, noétr sartlarda
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uygulanan komet testinde ise kullanilan ¢ozeltinin pH’s1 7-10 olarak ayarlanmalidu.
Alkali pH’da yapilan komet testi ile test edilebilen DNA hasarlari; ¢ift zincir ve tek
zincir kirklari, bazik bolgeler, DNA’daki bazlarda oksitlenmis hasar, DNA ile DNA,
protein ve ila¢ arasindaki ¢apraz gegmeler seklindedir. Ayrica alkali pH’da uygulanan
komet testi ile DNA’daki onarim da Odlgiilebilir. Notr pH’da uygulanan komet
analizlerinde ise DNA’da meydana gelen hasarlardan yalnizca ¢ift zincirde olusan
kirilmalar tayin edilebilir. Dolayisiyla, alkali pH’da uygulanan komet analizleri nétral
pH’da uygulanan komete gore daha hassastir ve DNA’daki olusan daha farkli

hasarlarin tayinine olanak sunar.

1.2.2. Komet Testinin Prensibi

Komet testi, DNA’da meydana gelen hasarin elektroforetik yiikle go¢ ederek tayin
edilebilmesi esasina dayanir. DNA’da bir hasar olmadiginda, DNA ¢ekirdeginin
proteinlerle birlikte kompakt bir yapist vardir. DNA’da hasar olustugunda ise bu
kompakt bu yap1 biitlinliigiinii kaybeder DNA zincirleri gevser; komet uygulamasi
sirasinda kullanilan jelin igerisinde bulunan bosluklara dagilir. Komet testinde
elektroforez ¢ozeltisi igerisine uygun akim verildiginde, DNA sahip oldugu negatif
yiik nedeniyle anoda dogru go¢ eder. Hasar bulunmayan bir DNA, kompakt yapis1 ve
biitiinliiglinii bozmadan kuyruksuz bir sekilde hareket ederken, hasarli bir DNA
parcalanmis kiiglik kisimlar nedeniyle agar iizerinde geride kalir ve mikroskop altinda
bu durum kuyruk seklinde goriiliir. Dolayisiyla, DNA’daki hasar ne kadar biiyilikse

agar lizerinde siirliklenen kuyruk miktar1 da o kadar uzun olacaktir.

Tezimizde uyguladigimiz genotoksisite testi, DNA hasarina neden olan
kimyasal maddelere maruziyetin biyogostergesi olarak kullanilir. Alkali ortamda DNA
elektroforezinin yapildigi Komet yontemi oldukca sik kullanilan yontemlerdendir. Bu
testlerden elde edilen sonuglar ile saglik riskleri (kanser gibi) arasinda bugiine kadar
bir iligki kurulamamis olmasina ragmen, maruz kalinan kimyasal maddenin genetik
materyali etkileyebildigini gostermeleri acisindan biyoizleme ¢alismalarinda oldukca

sik olarak kullanilmaktadir.
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Komet yontemi, farkl tiirdeki hiicre tiplerinde in vitro ve in vivo uygulanabilen
DNA’daki hasarin yani sira DNA onarimini da tayin etmek i¢in oldukga gelismis ve
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Analizlerin baslandig1 giin sonug verebilmesi
nedeniyle diger testlere gore hizli, oldukga hassas, mikroskop altinda daha kolay tespit
edilebilen ve daha ucuz bir yontemdir. Giiniimiizde genetik ¢alismalarin artmasi ile

daha yayginlasmis ve insan epidemiyolojik ¢alismalarinda yer kazanmustir.

Komet yontemini ilk 1978 yilinda bulunmus ve kullanilmaya baslanmistir
(Rydberg ve Johanson, 1978). Ilk zamanlarda komet testi DNA sarmalindaki
kirilmalarin tayininde kullanilmigtir. 1984 yilinda ise Ostling ve Johanson adh
aragtirmacilar bu yontemi gelistirmis ve notr pH’da elektroforez sistemini de

uygulamislardir.

Komet testi ile elde edilen hiicrelerin fliioresan bir boya ile boyandiktan sonra
mikroskop altinda degerlendirilirken goriilen kuyruk seklinin kuyruklu yildizi

andirmasi sebebiyle komet ismini almistir.

0 1 2

3 4

Sekil 1.1. Etidyum bromiir kullanilarak floresan mikroskop altinda elde edilen
kometler. (0: hasarsiz bir DNA’y1, 1: az hasarli bir DNA’y1, 2: orta hasarli bir
DNA’y1, 3: hasarli bir DNA’y1, 4: ise ¢ok hasarli bir DNA’ya 6rnektir (Collins,
2004)).
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1.2.3. Komet Analizlerinin Uygulama Sahalar

Pek ¢ok alanda yaygin olarak kullanilan komet testinin baslica uygulama

alanlar;

% Ekotoksikoloji alani

% Genotoksik etkili kimyasal maddelerin degerlendirilmesinde, Genetik
Toksikoloji

% Beslenme alani

% DNA’da meydana gelen pek ¢ok hasarin ve onarimin belirlenmesi

¢ Gen iizerine toksik etkisi bulanan kimyasallarin veya ilaglarin etkilerinin
izlenmesi

% Cevrede uygulanan izleme ¢aligmalari

¢ Oksijen yetmezligine bagli hastaliklarin tayini

% Insanlarda uygulanan epidemiyolojik calismalar

1.2.4. Komet Analizlerinin Avantajh Yonleri

Boliim 1.2.2°de de anlatildig: sekilde komet yonteminin diger DNA hasarini test

eden yontemlerle kiyaslandiginda birgok iistiinliigii bulunmaktadir. Bu avantajlari;

» Cok fazla girisime ihtiya¢ duyulmamasi,

» Her bir numune i¢in yaklasik 10.000 gibi az bir sayida hiicrenin ¢alisma igin
yeterli olmast

» Testi uyguladiktan sonra, degerlendirme asamasinda, her bir numune i¢in 100
kadar hiicre sayiminin yeterli olmasi (bu sayi, bilgisayarda yazilim programi
kullanildiginda yeterlidir)

» Oldukga hassas bir sekilde DNA’da meydana gelen hasarin ve ayrica onarimin
tayinine olanak vermesi,

» Pek ¢ok hiicre ¢esidi ile ¢alisilabilmesi,

» Yontemin uygulandigi giin igerisinde tamamlanabilir olmasi
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» DNA’daki pek ¢ok hasar tiiriinii tayin edebilmesi
» Cok az miktarda (yaklasitk 10 pl) kan veya diger biyolojik materyallerde

caligmaya olanak vermesi.

1.3. Sitotoksisite Testi (MTT testi)

1.3.1. Sitotoksisite Testi (MTT) Prensibi

MTT yontemi; vital bir boya olan tetrazolium bilesigi olan MTT nin, canl
hiicrelerin mitokondrileri tarafindan ¢o6ziinmez mavi renkli formazan {iriiniine
doniistiiriilmesi esasina dayanan kolorimetrik bir yontemdir. Olusan mavi renk direkt

canli hiicre oranim verir (Karaaslan ve ark., 2019).

MTT yontemi in vitro olarak, metabolizmanm canliligini degerlendirmek igin
kullanilan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. Diger test yontemlerine gore daha
kolay uygulanabilen, daha hizli sonu¢ veren ve dogrulugu fazla olan bir yontemdir.
MTT sar1 renkli bir toz olup, bir tetrazolyum tuzudur. Canli hiicrelerin
mitokondrilerinde siiksinat dehidrojenaz enzimi bulunur. MTT, segici olarak bu
enzime baglanir. Bunun sonucunda koyu mavi renkli formazan kristalleri olusur,
olusan bu kristaller suda ¢oziinmemektedir. Ancak izopropanol veya DMSO gibi bir
organik ¢ozilicli kullanilarak ¢oziinlirler ve mor-viyole bir renk verirler. Bu rengin
siddeti konsantrasyona bagli olarak artar ve spektrofotometrik olarak goriiniir dalga
boylarinda 6l¢iim yapilabilen bir absorbans verir. Bu sekilde, yasayan hiicrelerin
metabolik aktivitesi ve dolayisiyla canli hiicre sayisi indirekt yolla 6l¢iilmiis olur.

(Karaaslan ve ark., 2019).

16



R N R REDUKSIYON R ~N—N

TETRAZOLYUM FORMAZAN

Sekil 1.2. Tetrazolyum bilesiginin rediiksiyon sonucunda Formazan bilesigine
Dontismesi (Karaaslan ve ark., 2019).

1.4. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirti ¢alismalart, ilk olarak Harisson adl1 bir aragtirmaci tarafindan1907
yilinda kesfedilmistir. O donemde hiicre kiiltiirliniin amac1 viicutlarinin digarisinda
hayvan hiicrelerinin incelenebilmesidir (Kogakli ve ark., 2015). Bu sayede, invivo
olarak organizmada deneyleri olumsuz etkileyebilecek faktorler ortadan kaldirilarak

hiicreler incelenmistir.

Harrisson tarafindan yapilan bu calismadan sonra hiicre kiiltiirii ¢alismalari
farkli aragtirma gruplari tarafindan siirdiiriilmiis ve 1943 yilinda fare tiimor hiicrelerini
Earle ve arkadaslar1 (1943) izole edebilmislerdir. Leonard Hayflick ise 1961°de, canli
dokulardan izole edilerek kullanilan hiicre kiiltiirlerinin invitro sartlarda yasama
stirelerinin simirlt oldugunu bulmuslardir (Kogakli ve ark., 2015). Bu tarihten sonra,
hiicre kiiltiirlerinde in vitro sartlarda hiicrelerin canliliklarinin siirdiiriilebilmesi ve

cogaltilmasi saglanarak ¢alismalar devam etmistir (Tuncer ve Demirci, 2011).

Hiicre kiiltiirleri canli dokular olup, flask, petri, tiip gibi uygun bir malzeme
igerisinde ve iiremeleri igin gerekli besi yeri ¢ozeltisi i¢inde tretilerek kullanilirlar.
Canli dokular olarak insandan alinabilecegi gibi; fare sigan, tavsan gibi canlilardan da
alinabilmektedir. Bu canlilarin karaciger, bobrek, beyin, akciger, serviks gibi (saglikli

veya kanserli) hedef organlarindan alinan dokular Once pargalanir ve uygun
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yontemlerle hiicrelere ayrilir. Daha sonra hiicreler uygun bir tampon ¢ozelti veya tuz
cozeltisi igerisinde aminoasit, vitamin ve hayvan serumu igeren besi yeri ile
kanistirilarak steril flask veya petrilere konulur. Elde edilen hiicre siispansiyonu 37°C
ve %5 CO; olan ortamda inkiibe edilerek, bulunduklari kabin yiizeyine tutunarak
cogalmalar1 saglanir. Sonugta elde edilen bu hiicreler, in vitro ¢alismalara uygun hale

gelir (Haboken ve ark., 2015; Candan, 2006).

In vitro olarak hiicre ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan iki tip hiicre sekli vardir.
Bu hiicrelerden birisi primer hiicre hatlari, digeri ise devamli hiicrelerdir. Primer
hiicreler sinirsiz olarak ¢ogalma 6zelligi gosteremeyen; dis eti fibroblastlari, diiz kas
hiicreleri gibi doku ve organlardan izole edilen hiicrelerin 1 giinden daha uzun bir siire

cogaltilmasiyla olusturulan hiicrelerdir.

Primer hiicrelerden farkli olarak, devamli hiicre hatlar1 sinirsiz olarak

tireyebilme 6zelliginde degisim gostermis hiicrelerdir.

Invitro ¢alismalarda yaygin olarak tercih edilen devamli hiicre hatlarina 6rnek
olarak fare fibroblast hiicreleri (L-929), embriyonik fibroblastlar (3T3), insan serviks
epitelyal kanser hiicreleri (HeLa), fare akciger fibroblast hiicreleri (V79) gibi hiicreler
verilebilir (Tuncer ve Demirci, 2011). Bu hiicre hatlar1 diginda, insan ve hayvan
kaynakl1 pulpa hiicreleri, monositleri ve odontoblast hiicre hatlar1 da siklikla tercih
edilen hiicrelerdendir (Schmalz ve Bindslev, 2009; Haboken, John Wiley ve Sons,
2005; Helgason ve Miller, 2005).

Asagidaki tabloda primer hiicre kiiltiirii ile devamli hiicre hattinin avantaj ve

dezavantajlar1 verilmistir.
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Cizelge 1.3. Primer hiicre kiiltiirii ve devamli hiicre hattinin avantaj ve dezavantajlar1 (Tuncer

ve Demirci, 2011)

AVANTAJ DEZAVANTAJ
Siiresiz e insandan izole
¢ogalabilme edilmesi ve
PRIMER HUCRE ;’;ﬁ;gg;ﬂe l;zgl‘llrrn“:s‘i“
KULTURU '
Bagka Kkiiltiirlere zordur.
ekilip e Stabil fenotipe
cogaltilabilir. sahip degildir.
Kolaylikla e in vivo
cogaltilabilirler. ozelliklerinin
. Daha stabil bir timiini
DEVAMLI HUCRE HATTI fenotipe sahiptir. koruyamazlar.

Bir¢ok arastirmaya olanak saglayan hiicre kiiltiiriiniin, ¢esitli avantajlar1 ile

birlikte dezavantajlar1 da mevcuttur (Kogakl ve ark., 2015). Asagidaki tabloda hiicre

kiiltiirtiniin avantaj ve dezavantajlar1 verilmistir.

Cizelge 1.4. Hiicre kiiltiiriiniin avantaj ve dezavantajlar1 (Kogakli ve ark., 2015)

AVANTAJ DEZAVANTAJ

e Fizikokimyasal kosullarin kiiltiir Kiiltiir calismalarinda
ortaminda kontroliiniin kontaminasyon riskinin
saglanabilmesi (Sicaklik, osmotik bulunmasi

basing, pH, O2, CO2 yogunlugu...)
Fizyolojik kosullarin sabit
tutulabilmesi

Arastirmacinin 6zel bir hiicre tipi
lizerinde  calismasina  olanak
saglamasi

Kiltir ortaminda mantar ve
bakteri bulunmasi

Uzun siire pasajlama islemi
durumunda hiicrelerin
farklilasma kapasiteleri ve
heterojenite oranlarinda artig
meydana gelmesi
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e Pasajlama islemi ile istenilen asil e Uygun steril kosullarin
homejen hiicrenin elde saglanmasindaki zorluklar
edilebilmesi

e Baska arastirmalarda ve tekrarli
deneylerde  kullanmak  iizere,
hiicrelerin  uygun sartlar altinda
uzun yillar saklanabilmesi

Tez calismamizda, UV radyasyonun hedef aldig1 cilt hiicresi hiicre hatt1 olarak
HaCaT hiicresi kullanilmigtir. HaCat hiicreleri, saglikli insan cilt keratinosit hiicreleri

olup, diizgiin cogalma 6zellikleri ile toksikolojik arastirmalar i¢in uygun hiicrelerdir.

1.5. UV Maruziyeti

1.5.1. Ultraviyole (UV) Isinlari ve Cesitleri

Gilines 15181min insan saghg iizerinde, 6zellikle kemikler ve kas gelisiminde D
vitamini olusumunu artirmasi gibi oldukca faydali etkilerinin yani sira zararl etkileri
de mevcuttur. Ultraviyole radyasyon (UVR), ii¢ tipte gruplandirilir; Ultraviyole A
(UVA) (315- 400 nm) , Ultraviyole B (UVB) (280-315 nm) ve Ultraviyole C (UVC)
(200-280 nm) ( McGregor JM, 1996). Sekil 1.3’de UV iginlarinin dalga boyu araliklari

gosterilmistir.
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VISIBLE INFRARED

;g 280 315 400 700  wavelength (nm)

Sekil 1.3. UV spektrumu (http://www.yenibiyoloji.com/ultraviyole-uv-isinlari-ve-
cesitleri-4982/)

UV-A uzun bir dalga boyuna sahiptir (315-400 nm) ve diinyaya her zaman ulasir.
Diinya yiizeyine ulasan UV radyasyonunun yaklasik % 95’ini olusturur. Canlilar i¢in
D vitamini tiretmeye yardimci olur. Son ¢aligmalarda, uzun siireli maruziyetlerin UV-

A’nin cilt kanseri gelisimini arttirdig bilinmektedir.

UV-B, UV-A (280-315 nm) kadar uzun degildir. Daha kisa oldugu i¢in, insan ve
bitki hiicrelerine daha ¢ok =zarar verir. Bazilar1 ozon tabakasi tarafindan
filtrelendiginden, tiim UVB diinyaya ulagsmaz. Diinyaya ulasan az miktardaki gilines
yaniklarina neden olur ve hiicrelerimize ve DNA’larimiza da zarar verebilir (DNA,
hiicrelerimizin temel yap: taslaridir). Bu ylizden goézlerimizde cilt kanseri ve
kataraktlara neden olabilir. Yeryliziinde bize ulagan UV-B miktari, glinlin saati, yilin
zamani ve onu bloke etmek i¢in mevcut stratosferik ozon miktar1 gibi faktorlere
baglidir. Ayrica rakim, hava kosullar1 ve kum, kar ve su gibi yansitic1 yiizeylerin UV
isinlarmin bir kismini yansittigi ve golgeli alanlarin daha ytliksek UV etkisine sahip

olabildigi de bilinmektedir.

UV-C en kisa dalga boyuna sahiptir (200-280 nm). En tehlikeli olanidir, ancak
hepsi ozon tabakasi tarafindan emilir (http://www.yenibiyoloji.com/ultraviyole-uv-

isinlari-ve-cesitleri-4982/).
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Melanin UV’nin zararli etkilerine karst bizi koruyan dogal savunma
mekanizmasidir. Ayrica melanin bir pigment olarak epidermal keratinositlerde yer alir.
Melanozomlarla  melanositlerden  keratinositlere  transfer edilen  melanin,
melanositlerde sentez edilir. UV hassasiyetinin ve deri renginin belirleyicisi epidermal
melanin miktaridir. Pheomelanin ve eumelanin olmak iizere melanin iki temel
kimyasal bilesen olarak bulunur. Kahverengi ile siyah arasinda bir pigment olan
eumelanin, pheomelanine goére UV 1sinlarinin zararl etkilerini engellemede daha etkin
rol oynamaktadir. Epidermal eumelanin miktari, UV hassasiyetini, deri rengini ve

kanser riskini belirler (D’Orazio J. ve ark., 2013).

- SOLAR RADYASYON -

UVA v | v

e
Atmosfer, Ozon

Sekil 1.4. UV 1ginlarinin deriden gegisi

UV isimlarina karst insan derisinde olusan hassasiyet, kisiden kisiye farklilik
gostermektedir. Sag rengi, deri rengi, ¢illenme, goz rengi gibi fenotipik 6zelliklerimiz
bu farkliliklarin bir gostergesidir. Fitzpatrick, bireylerin UV maruziyeti sonrasinda
deride gergeklesen reaksiyonlar1 ve bu fenotipik 6zellikleri degerlendirerek bir “Deri
Tipi Smiflandirma Sistemi” gelistirmis ve bu sisteme kendi adini vermistir(
Fitzpatrick, 1975; Fitzpatrick, 1988). Cizelge 1.5’te deri tiplerine gére UV 1sinlarina

deri yanit1 detayli olarak yer almaktadir.
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Cizelge 1.5. Eatzpatuick den tiplen ( Extzpatnick TB., 1975; Extzpatuck TB .. 1988)

I Cok acik bevaz Her zaman yvamik geligimi -+

Hicbir zaman
bronzlasmaz
I Beyaz Kolay yanik gelizimi +++
Minimal bronzlasma
III Bevaz-agik kumral Bazen orta derecede ==t
arasi yvamk

Orta derecede
bronzlasma

v Acik kumral Minimal yanik geligimi ++
Kolay bronzlagma

WV Kumral Nadir vanik gelisimi =F

Kolay ve fazla
bronzlasma

UV 1s1g@inin zararh etkileri, kisa dalga boyuna sahip UVB (280-315 nm) ve uzun
dalga boyuna sahip UVA (315-400 nm)’dan kaynaklanmaktadir. Son zamanlarda UV
radyasyona maruziyetle ilgili olarak yapilan deneysel ve epidemiyolojik ¢alismalar
UVB ile birlikte UVA’nin da cilt kaserine neden oldugunu gostermistir (Matsumura
ve ark., 2002; Dahle ve Kvam, 2003). Uluslarars1 Kanser Arastirma Ajansi, UV
radyasyonu (UVA ve UVB) Grup 1 karsinojen olarak siniflandirmistir (El Ghissassi
ve ark., 2009). UVB’nin neden oldugu mutajenik etkiler yillardir arastirilmis ve
mekanizmasi tam olarak ortaya konmustur. UVB mutajenitesi, siklobiitan pirimidin
dimeri (CPD) ve pirimidin-(6-4)-pirimidon fotoiiriinii (6-4 PP) seklinde olusan iki
temel pre-mutajenik DNA lezyonu ile agiklanmaktadir. Onarilamayan UVB lezyonlari
dipirimidin sekanslarinda mutasyonlar ile (CC-TT seklinde) UV’ye bagh cilt

kanserine neden olurlar. Buna karsilik, UVA’nin neden oldugu DNA hasarinin
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mekanizmasi heniiz yapilan ¢alismalar ile agiklanamamistir. UVA DNA tarafindan
direkt olarak adsorbe edilmez ve hasara neden olmasi i¢in endojen fotosensitizanlara
(photosensitizers, PS) ihtiyag duyar. UV’nin DNA hasarina neden olabilmesi i¢in
ihtiya¢ duydugu kabul edilen (heniiz ispatlanmamistir) fotosensitizanlar, Tip I ve Tip
Il fotoreaksiyonlarla ‘-OH, ‘Oz, H20, veya 'O gibi reaktif oksijen radikallerinin
(reactive oxygen species, ROS) olugsmasina neden olurlar (Cadet ve ark., 1997; Cadet
ve ark., 2003; Cadet ve ark., 2009; Cadet ve Douki 2011). UVA maruziyeti sonucunda
oksitlenmis bazlar (8-0x0-dG, timidin-glisol gibi), abazik bélgeler ve tek zincir
kiriklar1 gibi DNA lezyonlari olugmaktadir. UVA’nin ¢ift zincir kiriklarina neden
oldugu bazi ¢caligmalarda gosterilse de heniiz ispatlanmamaistir (Riinger ve ark., 2012;

Greinert ve ark., 2012).

Gilinlik yasantimizda her glin maruz kaldigimiz ve giivenli olarak
diistindiigiimiiz her kimyasal maddenin aslinda yiiksek dozlarda toksik olabilecegi,
toksikoloji biliminin her zaman g6z oniinde bulundurdugu en temel prensiptir. Bu
noktadan hareketle, tehlikeli kimyasal maddelerin siniflanmasi ve etiketlenmesi
esnasinda, Ozellikle kimyasal maddelerin olusturabilecegi toksik etkiler
degerlendirilirken, insanlarin is yerlerinde veya giinliik yasam kosullar1 i¢ginde maruz
kaldiklar1 maksimum konsantrasyonlarin  belirlenmesi ve  0Ozellikle bu
konsantrasyonlarin toksik etki olusturup olusturmadigmnin bilinmesi biiyilk 6nem
kazanmistir. Avrupa Birligi’nin CLP (Classification, Labeling and Packaging)
yonetmeligi g¢ercevesinde borik asit ve sodyum boratlar, iireme iizerinde toksik
(reprotoxic) olan kimyasal maddeler sinifinda “Kategori 1B H360FD” altinda
siniflandirilmistir. Bu siniflama iilkemizi uzun vadede, iiretilmekte olan bor
iriinlerinin pazarlanmasinda 6nemli sikintilarla karsi karsiya getirebilecektir. Bor
maruziyetinde meydana gelebilecegi iddia edilen “{ireme sistemi” iizerine toksik
etkiler hayvan deneylerinden elde edilen sonuglara dayanmaktadir. Insanlarin,
hayvanlarda test edilen dozlarda bora maruz kalmas1 pratikte miimkiin degildir. Bu
nedenle bu giine kadar insanlarda borun iireme iizerine toksik etkilerinin oldugu

gosterilememistir.
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Bununla birlikte son yillarda UVA’nin neden oldugu dimerlerin UVB’nin neden
oldugu dimerlerden daha mutajenik oldugunu, ¢iinkii UVA maruziyetinde hiicrenin
daha az koruyuculu oldugu (DNA onarimi, hiicre dongisii ve apoptozis
basamaklarinda) ve antimutajenik hiicresel cevabin olustugunu gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir (Riinger ve ark., 2012). UVA maruziyetiyle antimutajenik hiicresel
cevabin UVB maruziyetiyle olusan cevaptan daha az etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica, antimutajenik hiicresel DNA hasarina karsi olusan cevapta merkez regiilator
ozellik tasiyan p53’iin, ayn1 dozlarda UVB maruziyetiyle karsilagtirildiginda, UVA

maruziyetinde daha az aktif oldugu goriilmistiir.

Tezimizde, borik asitin UV radyasyonun neden oldugu genotoksik etkiler
tizerinde koruyucu bir etkisinin olup olmadig arastirilmistir. Elde ettigimiz sonugclarla
birlikte bu tez, borik asitin antioksidan etkinligini ve giines kremi formulasyonlarinda
kullanilabilirligini gdsterecek nitelikte olup, bor rezervi yoniinden zengin iilkemiz

acgisindan oldukca 6nemli bir ¢calismadir.

Bu amagla tezimizde;

UV maruziyeti ile insan keratinosit hiicrelerinde meydana gelebilecek DNA
hasarinin ve kromozomlarda meydana gelebilecek degisikliklerin belirlenmesi
amaclanmistir. Giines 151g8in1in insan cildinde neden olabilecegi DNA ve kromozom
hasarin1 saptayabilmek amaciyla HaCaT hiicreleri UV’ye maruz birakilmistir. Borik
asitin koruyucu bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla, HaCaT hiicreleri
onceden (16 saat) borik asit ile maruz birakilmis ve sonra UV uygulamasi yapilmistir.
DNA hasarin1 6lgmek ve degerlendirmek amaciyla laboratuvarimizda rutin olarak
uygulanan komet testi kullanilmistir. HaCaT hiicreleri 6nceden borik asit ile maruz
birakildiktan sonra 1.ve 2. maddelerde belirtilen sekilde UV uygulamasi yapilmistir.
Bu basamakta ise insan cildinde giines 15181 altinda olusabilecek hasar iizerinde borik
asitin antioksidan etkinliginin arastirilmasi amacglanmistir. Borik asitin, UV maruziyeti
ile olusabilecek DNA ve kromozomlarda meydana gelebilecek hasarlar iizerinde

koruyucu etkisinin olup olmadigi Komet testleri ile arastirilmistir.
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Borik asitin UV radyasyonun neden oldugu genotoksik etkiler iizerinde
koruyucu bir etkisinin olup olmadig1 heniiz ¢alisilmamis bir konudur. Ozellikle giines
151g¢1na maruziyetle UV A radyasyonun cilt kanseri iizerinde etiyolojisinde borik asitin
antioksidan etkinliginin gosterilmesi tezimiz ile elde edecegimiz onemli bir sonug

olacaktir.

Tezimizden elde ettigimiz sonuglarla borik asidin  glines kremi
formulasyonlarinda kullanilmasinin faydali olup olmayacagini goéstermek tezin
amaglar1 arasindadir. Bu ¢alismadan elde ettigimiz sonuclara gore borik asidin gilines

kremi formulasyonlarinda kullanilmasi 6nerilebilecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeleri

- Agar, erime noktasi kiigiik- LMA (Sigma, ABD)

- Agar, erime noktasi noktali- NMA (Sigma, ABD)

- Fotal Bovin Serumu (Gibco, Finlandiya)

- Streptomisin/Penisilin ¢ozeltisi (Biological Industries, Israil)
- Yiiksek glukoz DMEM (Gibco, Finlandiya)

- Tripsin-EDTA ¢bzeltisi (Biological Industries, Israil)
- PBS tabletleri (Sigma, ABD)

- DMSO (Serva, ABD)

-Sodyum kloriir (Amresco, ABD)

-Sodyum hidroksit (Merck, Almanya)

-Tris (Sigma, ABD)

-Sodyum lauril sarkosinat (Sigma, ABD)

-Triton x-100 (Sigma, ABD)

-Hidroklorik asit (Merck, Almanya)

-Etidium bromiir (Sigma, ABD)

-Hidrojen peroksit (Sigma, ABD)

-Na;EDTA (Amresco, ABD)

2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

-Radyometre (Lutron YK-35UV, spectrum 290 nm-390nm, ABD)
-Karbondioksit inkiibatorii (Heal Force HF240, Cin)
-Santrifuj cihazi (Hettrich Rotina 90, Almanya)
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-pH metre cihazi (WTW pH 3301, Almanya)

-Hiicre sayim cihaz1 (Bio-Rad TC20, Singapur)

-Inverted Mikroskop (Micros MCX 7600, Avusturya)

-Fluoresan Mikroskop (komet testi yazilim programi-Comet Assay IV ile)
-Multiplaka okuyucu (Thermo Scienific Mutiskan Co., Finlandiya)

-Plaka calkalayic1 (Heidolph Titramax 101, Almanya)

-Su banyosu (Boeco, Ultraterm BWT-U, Almanya)

-Derin Dondurucu (-20°C) —(-80°C), (Scancool, Almanya)

-Steril ¢caligma kabini (Esco, Class II Biological Safety Cabinet, Singapur)
-Sterilizator (Sanyo MAC 235EX, Japonya)

-Hassas terazi (Sartorius CP225D, Tiirkiye)

-Buz makinas1 (Hoshizaki, Avrupa)

-S1v1 azot tanki (International Cryogenics, ABD)

-Vorteks (Niive NM110, Tiirkiye)

2.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stop medyum ¢ozeltisi: %60 DMEM ve %40 FCS karistirilarak hazirlanir. +4°C’de

kullanilincaya kadar saklanir.

Stok MTT Cozeltisi: MTT boyas1 5 mg tartilarak, 1 ml distile su icerisinde ¢oziiliir. +4

°C’de saklanir.

Hiicreleri lize eden lising stok cozeltisi: 100 mM NaEDTA, 10 mM Tris ve 25 M
NaCl hesaplanarak tartilir ve distile su ile ¢oziilerek pH’s1 NaOH ile 10’a ayarlanir. pH

ayarlandiktan sonra igerisine %1 oraninda sodyum lauril sarkosinat tartilkarak katilir.

Bu ¢ozelti en az 1 giin boyunca karistirilir. Bu stok ¢ozeltiye %1 triton ve %10 DMSO

taze olarak deneyin yapilacagi giin ilave edilir ve 1-2 saat +4 °C’de sogutularak

kullanilir.
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Agar- Erime noktas: diisiik ozellikte (LMA): PBS tabletlerinden hazirlanan ¢ozelti

icerisinde %0,75’lik agar tartilip 1sitilarak ¢oziiliir. Deneyin yapilacagi giin donmus

olan agar ¢oziilerek 37 °C’de kullanilir.

Agar- Erime noktasi normal ozellikte (NMA): PBS tabletlerinden hazirlanan ¢ozelti

icerisinde %1°lik agar tartilip 1sitilarak ¢oziiliir. Hazirlanan ¢ozelti sicak olarak
kullanilir, lamlar bu sicak agar ¢ozeltisinin igerisine daldirilir, agar ile kaplanmis olur,
oda sicakliginda lamlarin kurumasi saglanir. Deney yapilacaginda en az 2 giin

kurumasi beklenmis bu lamlar kullanilir.

Notralizasyon tamponu: 0,4 M Tris tartilir, distile suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 NaOH

yardimiyla 10’a ayarlanir.

Alkali elektroforez tamponu: Ayri ayr1 300 mM stok NaOH ve 1 mM NaEDTA
hazirlanir ve deney giinii taze olarak pH:13’ten bilylik olacak sekilde karistirilarak

hazirlanir.

Etidyum bromiir ¢ozeltisi: Stok olarak 200 ug/ml etidyum bromiir ¢ozeltisi distile suda

¢oziilerek hazirlanir. Bu ¢6zeltiden deneyin mikroskopta degerlendirme agamasinda 20
ug/ml seyreltilerek hazirlanir ve her bir 6rnek i¢in lamlara 3-5 damla ilave edilip lamel

kapatilarak kullanilir.

Yiiksek glukoz iceren besi yeri ortami, DMEM: Uygun DMEM hazir olarak alinir,

icerisine %10 FCS, %1 Penisilin-streptomisin ¢ozeltisi eklenir. +4 °C’de saklanarak
kullnilir. Deney esnasinda ise 37 °C’lik su banyosunda 1sitilir ve besi yeri olarak

kullanilir.

2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Cogaltilmasi
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S1v1 azotta saklanan hiicreler ¢ikarildi.

HaCaT hiicrelerinin cogaltilmasi:

- S1v1 azottan ¢ikarilan hiicrelerin 37 °C’de hizlica ¢6ziinmesi saglandi.

- Hood (Laminar Air Flow) altinda 15 ml’lik steril santrifiij tiiptinde 10 ml (37 °C)
DMEM medyum igerisine aktarildi. 1300 rpm’de, oda sicakliginda 5 dakika santrifiij
edildi.

- Ust faz pastdr pipeti yardimryla steril kosullarda vakumla atildiktan sonra alt fazdaki
hiicrelerin tizerine 10 ml DMEM medyum ilave edildi. Hiicreler medyum igerisine
pipetle ¢ek-birak yontemi kullanilarak homojen olarak dagitildi. Hiicrelerin hepsi
almip 25 cm?lik flaskla inkiibatore kaldirildi (37°C, % 5 CO). Azottan gikan
hiicrelerin iirememe, ¢ogalmama olasiligina karsi pasajlama islemini birkag¢ kez
tekrarladiktan sonra hiicrelerin diizenli ¢ogalip cogalmadigi kontrol edildi. 3 giinde bir
hiicreler tripsinlenerek yeni besiyeri ortamina ilave edilerek pasajlandi. Hiicrelerin
diizenli iiredikleri kontrol edildikten sonra, analizler yapildi (analizler sirasinda da bu

pasaj islemi tiim analizler bitene kadar devam etmektedir).
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Sekil 2.1. HaCaT hiicrelerinin mikroskop altinda goriintiisii

HaCaT hiicrelerinin pasaj islemi:

- Flasktaki DMEM medyum aspire edildi.

- 2 ml steril PBS (37°C) ile yikandiktan sonra, PBS aspire edildi.

- 2 ml tripsin (37°C) konulduktan sonra ve 37°C’de 6-8 dakika bekletildi.

- 2 ml STOP medyum ilave edildi ve hafifce calkalandi (tripsinin c¢aligsmasini
durdurmak ig¢in).

- Bu 4 mI’lik hiicre suspansiyonu pastor pipet ile 15ml’ilk tiipe aktarildu.

- 1000rpm oda sic. 6-7 dakika santrifiij edildi.

- Tiipiin dibinde goriinen pellete dokunmadan {ist faz1 pastor pipet ile atildi.

- Pelletin lizerine bir miktar (yaklasik 2 ml) DMEM medyum ilave edildi.

- Pastor pipet ile ¢cek-birak seklinde karistirildi ve hiicre sayimi yapildi.

- Yeni pasaj i¢cin Sml DMEM medyum igerisinde 300.000 hiicre olacak sekilde flaska
konuldu.
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TC20™ Autonated Cell Counter

| Totalcount: 7.17 x los cells/mi
Live count: 706 x 10 celis/mi
Live cells: 98%

Sekil 2.2. Sayim cihazinda hiicrelerin sayisi ve goriiniimleri

2.4. Borik Asit Maruziyeti

Insan keratinosit hiicresine (HaCaT) borik asitin 3 farkli konsantrasyonu
uygulandi. HaCaT hiicrelerinde test ettigimiz borik asit konsantrasyonlari, insanlarda
yapilan epidemiyolojik caligmalarda tespit edilmis olan kan bor (22.1 — 499.2 ppb)
konsantrasyonlarin1 kapsayacak sekilde planlanmistir. Dolayisiyla giinliik bor
maruziyeti neticesinde insanlarda olusabilecek kan bor konsantrasyonunun deneylerde

test edilmesine dikkat edilmistir.

Borik asit i¢cin: 10 uM’lik stok ¢ozeltisi distile suda ¢oziilerek hazirlandi ve
seyreltmelerle asagidaki konsatrasyonlar elde edilerek hiicrelere uygulandi. Borik asit
konsantrasyonlar1 hiicrelere 16 saatlik 6n maruziyet olacak sekilde ayarlandi. 16 saatin

sonunda hiicreler UV ile maruz birakildi.

HaCaT hiicrelerine uygulanan borik asit konsantrasyonlari: 2.5, 5, 10 uM

Karsilik gelen bor esdegerleri: 27, 54, 108 ppb (ng/mL)
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2.5. UV Maruziyeti

UV maruziyeti OSRAM ULTRA-VITALUX 300W - 230V (280-400 nm) giines
15181 simiilasyon lambasi (sun light simulation lamp) (Sekil 2.3) kullanilarak

arastirilmistir.

96 kuyucuklu plakanin etrafi bos olacak sekilde HaCaT 3000 hiicre/kuyucuk
ekim yapildi. Plaka 24 saat 37C inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra gilines 15181
simiilator lambasinin 40 cm altina gelecek sekilde 96 kuyucuklu plaka yerlestirildi.
Radyometre yardimiyla 1isinlanacak bolge igerisinde doz hiz1 homojen olmasina gayret

gosterilerek 2,25 mW/cm?

olacak sekilde ayarlandi. Isinlama siiresi boyunca
hiicrelerin lambanin 1sisindan etkilenmemesi i¢in vantilator ve buz akiileri kullanilarak
soguk hava akimi saglandi. Sicaklik termometre ile monitorize edilerek 37 C’ den fazla
yiikselmesi engellendi. Plakanin i1sinlanmayacak olan kismi siyah 151k gegirmeyen
kapak ile ortiildii. En yiiksek siirede 1s18a maruz kalacak hiicre grubu acik birakildi ve
60 dakika geri sayim siiresi baglatildi. Bu siire zarfinda lamba ve plakanin yerinden
hareket etmemesi icin isaretlendi. Geri sayimda siire 40 dakikaya geldiginde siyah 151k
gecirmeyen kapak yana kaydirilarak 40 dakika 1sinlanacak grup acildi. Bu sekilde
hiicrelere 60-45-30-15-10-5-1 dakika UV maruziyeti gergeklestirildi. Siire sifir
oldugunda plaka ile 151k maruziyeti kesildi. Negatif kontrol grubu da ayni plaka
igerisinde olacak sekilde 151k ile temas etmemis oldu. Medyum, MTT igeren medyum

ile degistirildi. MTT ydntemi uygulandi.

Hiicrelerin maruz kaldigi UV doz orani, radyometre kullanilarak hesaplandi.

Doz orant: 1 mW/cm? = 0.1 kW/m? UVR 280-400 nm (UVA-UVB) Doz: kW/m?
X sn = kJ/m? Kaynak mesafesi: 40 cm

Bolim 3.2.2°de verilen sonuglara gore kaynak mesafesi 40 cm olarak
ayarlandiginda 21 dakikalik UV uygulamas: ile hiicrelerin %50’si dlmektedir
(IC50=21 dk). Komet testinden elde ettigimiz sonuglarda da 40 dakikalik UV
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uygulamasi hiicrelerin tamamen dagilmasina sebep olmustur. 15 dakikalik UV

maruziyetinde ise hiicreler ¢ok hasarli bulunmustur.

Bu nedenle aynt OSRAM UV lambasi kullanilarak bu kez 60 cm kaynak

mesafesiyle ayarlanarak testler tekrarlanmistir.

Sekil 2.3. Osram giines 15181 simiilator lambasi ile UV maruziyeti

UV maruziyetinden sonra hiicrelere verilen radyasyonun siddeti radyometre
(UV Light meter, Lutron YK-35UV, spectrum 290 nm-390nm) ile dl¢iilmiis ve doz

orani hesaplanmigtir.

2.6. Sitotoksisite Testi (MTT) Yapihisi

Kiltiirii yapilan hiicrelerin m1’deki sayisi belirlendi. Hiicre siispansiyonundan 96
kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 200 pl konulacak sekilde hiicre sayis1 ayarlandu.
Plakalar 24 saat boyunca 37 °C’lik CO2 inkiibatdriinde inkiibe edildi. Test edilecek
olan kimyasal maddeler ve pozitif kontrol hazirlandi. 24 saat sonra hazirlanan test
kimyasal maddelerinin konsantrasyonlar1 ayarlandi. Kuyucuklar igerisindeki medium
aspire edilerek test kimyasal maddelerinin ve pozitif kontroliin medyumlar: ilave

edildi. Plakalar 24 saat boyunca 37 °C’lik CO2 inkiibatoriinde inkiibe edildi. 3. giin
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kuyucuklar igerisindeki medyum aspire edildi. MTT stok ¢ozeltisinden 20 pl ilave
edildi ve 37 °C’lik CO2 inkiibatoriinde 2-3 saat inkiibe edildi (formazon kristallerinin
olusabilmesi i¢in en az 2 saat bekletilmelidir). 3 saatin sonunda plakalar alinarak aspire
edildi. Sonra 200 ul DMSO ilave edilerek 10 dakika homojenligi saglamak amaciyla
calkalandi. Multiplaka okuyucuda dalga boyu 540 nm olarak ayarlandi ve absorbanslar
okundu. Elde edilen degerlere gore canlilik degerleri belirlendi ve IC50 degerleri

hesaplandi.

Sekil 2.4. Multiplaka okuyucu

2.7. Komet Testinin Yapihisi

DNA hasarin1 indiikledigi bilinen H20., pozitif kontrol olarak 50 pM

konsantrasyonda kullanilmistir.

Mikroskop altinda her bir numune igin yaklasik 20.000 hiicre elde edebilmek
amaciyla her bir flaska 500.000 hiicre/2mL besi yeri olacak sekilde HaCaT hiicreleri

6 kuyucuklu plakalara ilave edildi.
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Hiicreleri _agara alma: Plakalarda iireyen hiicreler sayildi. Inkiibatorde

cogalmalart i¢in bekletildi. Kimyasal maddeye uygun konsantrasyonlarda maruz
birakildi. Hiicreler plakalardan pasajlanarak tiiplere alindi. Her bir hiicre i¢in
sispansiyondan 50 pl alinarak 100 pl LMPA ile karigtirildi. NMPA ile 6nceden
kaplanmis lamlarin iizerlerine damlatildi ve katilasmadan lamel ile iizeri kapatildi.
Lamlar sogugu iletecek sekilde buz iizerinde yerlestrilmis metal bir satih {izerine

dizilerek 5 dakika katilasmasi i¢in bekletildi.

Sekil 2.5. Hiicrelerin lamlara yayilma agamasi

Lysing: Lysing stok c¢ozeltisinden taze olarak hazirlanip sogutulan lising
¢ozeltileri salelere alind1, lam iizerindeki agar igerisine sabitlenen hiicreler bu ¢ozeltiye

maruz birakildi. Salelerdeki lamlar +4%°de 1 saat karanlikta bekletildi.
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Sekil 2.6. Hiicrelerin lising solusyonunda bekletilmesi

Alkali pH’da maruziyet ve elektroforez uygulamasi: Komet yontemi igin 6zel

olarak alinmis koyu renk materyalden iretilen tanklara, taze olarak hazirlanip
sogutulmus elektroforez tampon ¢o6zeltisi uygun miktar ayarlanarak dolduruldu. Bu
miktar, tankin uzunlugu dikkate elinarak verilen akimin 0.7 V/em olacak sekilde
hesaplandi. Lamlar, lysing ¢ozeltisi igeren salelerden ¢ikarildiktan sonra agarh
taraflarinin tist kisma gelmesine dikkat edilerek tankin i¢ kismina yan yana hig¢ bosluk
kalmayacak sekilde dizildi. DNA zincirinin agilip, alkali bolgeler, tek zincir kiriklar
ve ¢apraz gegislerin ¢ift zincir kiriklarina doniisebilmesi i¢in akim uygulanmaksizin
bu ¢ozeltide 20 dakika bekletildi. 20 dakikanin sonunda; 25 V ve 300 mA 20 dakika

eletroforezde akim uygulanarak hiicrelerin gé¢ etmesi saglandi.
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Sekil 2.7. Hiicrelerin elektroforez ¢ozeltisi icerisinde bekletilmesi

Alkali pH’min Notralizasyon islemi: Alkali sartlarda yiiriitillen elektroforez

basamagindan sonra lamlar tanktan dikkatlice ¢ikarildi ve tekrar salelere dizildi. pH’y1
notralize edebilmek amaciyla 3x5 dakika notr pH’daki notralizasyon c¢ozeltisi
kullanilarak yikandi. Son asama olarak lam tizerine hiicrelerin sabitlenmesi amaciyla
sirasiyla %50, %75 ve %96’lik alkol igerisinde lamlar 5’er dakika bekletildi. Sonuglar

mikroskop altinda degerlendirilinceye kadar bu sekilde lamlar kutulara dizilerek

saklandi.
1 )2\ V3 4
Hicrelerin digk erime| | 2 $ /
noklallagarlas(LMPA) HioeLWPA\, /7 173 P o
Kangtnimast || kangiminin ) / Hiicrelerin alkali Hcreleri fluoresan efidium bromrile
\ /| lamizerine '\ \| DNATin LN tampon cizelt 9 boyandiktan sonra mikroskop gorlintisti
woulanmasi " memoranin il maruzyet 4
V" pargalamak (DNA unwinding ve
a,m“'y‘a. denatirasyonu icin)
hicrelerin i
Iysing cézeltisine
daldinimas!

Sekil 2.8. Komet testi asamalari
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Lamlarin floresan boya ile boyanarak mikroskopta okunma asamasi: Her bir

ornek icin lam tizerine 20 pg/ml konsantrasyonda etidyum bromiir ¢ozeltisi 60 pl
olacak sekilde damlatildi ve {izerlerine lamel kapatildi. Floresan mikroskop
kullanilarak, her 6rnek i¢in 100 hiicre isaretlendi ve Comet assay 1V yazilim programi

ile sayildi. Sonuglar excell formatinda bilgisayara kaydedildi.

Sekil 2.9. Fluoresan Mikroskop (komet testi yazilim programi-Comet Assay 1V ile)

2.8. Istatistiksel Degerlendirme

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar “SPSS version 22.0” kullanilarak
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve sonuglar yorumlanmistir. MTT test
sonuglarindan elde edilen IC50 degerleri student t-test kullanilarak degerlendirilmistir.
Komet testi sonuglarinin degerlendirilmesinde ise her bir numune igin tiim 100 sayima
ait DNA kuyruk yogunlugu (Tail Intensity) degerleri kontrol ve test kimyasallari

gruplar1 olarak kullanilmis ve one-way Anova testi ile degerlendirilmistir. Gruplar
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arasindaki fark Fischer’s least significant difference (LSD) test ile yapilmistir.
Anlamlilik p<0.05 seklinde alinmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Sitotoksisite, MTT Testi Sonuclari
3.1.1. UV Maruziyeti ile Elde Edilen MTT Testi Sonuglar:

UV maruziyeti i¢in Osram markal1 glines 15181 simiilatér lambas1 40 cm kaynak
mesafesi kullanilarak sitotoksisite testi uygulanmistir. Radyometre ile dlgililen doz

orani hesaplanmigtir.

Doz orani: 1 mW/cm? = 0.1 kW/m? UVR 280-400 nm (UVA-UVB) Doz:
kW/m? X sn = kJ/m? Kaynak mesafesi: 40 cm

140

120

100

80 |
‘—\ IC50 = 21 dak
60
\
20 [~

20 \\

0 20 40 60 80 100 120

% kontrol

maruziyet siiresi, dk

Sekil 3.1. Osram UV lambasi kullanilarak UV (kaynak mesafesi 40 cm) maruziyeti ile elde
edilen MTT sonuglari
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Cizelge 3.1. Osram UV lambasi kullanilarak UV (kaynak mesafesi 40 cm) maruziyeti
ile elde edilen MTT sonuclar1

Maruziyet | o | 149k | 5dk | 10dk | 15dk | 30 dk | 45 dk | 60 dk
suresi

Maruziyet 0 0,6 3 6 9 18 27 36
Dozu kJ/m? | kiim? | kd/m? | kJ/m? | kJ/m? | kJ/m? | kJ/m? | kd/m?

% canhbk | 1000 | 785 | 76,3 | 67,2 | 56,2 | 42,0 | 357 | 20,8

Sekil 3.1 ve Cizelge 3.1°de goriildiigii gibi kaynak mesafesi 40 cm olarak
ayarlandiginda 30 dakikalik UV uygulamasi ile hiicrelerin %50’si 6lmektedir. Bu
nedenle ayn1 UV lambasi, bu kez 60 cm kaynak mesafesiyle ayarlanarak ve en fazla
60 dakika maruziyetle sitotoksisite testleri tekrarlanmistir. Radyometre ile 6l¢iilen

radyasyon miktarina gére doz orani hesaplanmistir.

Doz orant: | mW/cm? = 0.1 kW/m? UVR 280-400 nm (UVA-UVB) Doz:
kW/m? X sn = kJ/m? Kaynak mesafesi: 60 cm

Elde edilen bulgular Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Osram UV lambasi kullanilarak UV (kaynak mesafesi 60 cm) maruziyeti ile elde
edilen MTT sonuglart

Maruziyet | o4 | 1dk | 5dk | 10dk | 15dk | 30 dk | 45dk | 60 dk
suresi

Maruziyet 0 0,6 3 6 9 18 27 36
Dozu kd/m? | kd/m? | kI/im? | kd/m? | ki/m? | kI/m? | kJ/m? | kJ/m?

% canhbk | 100,0 | 9855 | 96,3 | 97,2 | 96,2 | 80,0 | 60,7 | 559

Elde ettigimiz canhilik degerlerine gore, 40 cm kaynak mesafesi ile UV
maruziyetinde daha yiiksek sitotoksisite goriildiigiinden; borik asit maruziyetleri UV

lambanin 40cm kaynak mesafesi ile uygulanmigtir.
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Boliim 2.4 ve 2.5’te anlatilan sekilde HaCaT hiicrelerine borik asitin 2.5, 5 ve

10 uM’lik konsantrasyonlarinin 6n maruziyeti ve 40 cm’lik UV kaynak mesafesi ile

maruziyet sonucu elde edilen MTT testi sonuglar1 ve IC degerleri Sekil 3.2, 3.3 ve

3.4’te verilmistir.

3.1.2. HaCaT Hiicre Kiiltiiriinde UV ve Borik Asit Uygulamasiyla Elde Edilen
Sitotoksisite (MTT) Sonuclar

UV + 2.5 uM Borik asit
3 140
§ 120
X100 7%
\ IC50 = 29 dak
80 \\
60
0 T T T T T o
0 20 40 60 80 100 120
maruziyet siiresi, dak

Sekil 3.2. HaCaT hiicrelerine UV ile birlikte 2.5 uM borik asit uygulanmasiyla elde edilen
sitotoksisite sonucu
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UV + 5 uM Borik asit

% kontrol
=
N
o

IC50 = 46 dak
80
60 \\0\\
40 A
20 \
0 : : : \v‘ ——

20

40

60 80 100 120

Maruziyet siiresi, dak

Sekil 3.3. HaCaT hiicrelerine UV ile birlikte 5 pM borik asit uygulanmasiyla elde edilen

sitotoksisite sonucu

UV + 10 uM Borik asit

E
=)
S 120
<
X 100
IC50 = 49 dak
) \\
60 ‘_ﬂ\
40 \\\
20 . -
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

maruziyet siiresi, dak

Sekil 3.4. HaCaT hiicrelerine UV ile birlikte 10 uM borik asit uygulanmasiyla elde edilen

sitotoksisite sonucu
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HaCaT hiicrelerine 40 cm’lik UV kaynak mesafesi ile UV maruziyetinden elde

edilen IC50 degeri ile; borik asitin 2.5, 5 ve 10 uM’lik konsantrasyonlarinin 6n

maruziyeti ve 40 cm’lik UV kaynak mesafesi ile maruziyet sonucu elde edilen IC50

degerleri karsilastirilmis ve borik asitin test edilen her ii¢ konsantrasyonda UV

radyasyonun sitotoksisitesini azalttigi, 5 ve 10 pM’lik konsantrasyonlarda bu etkinin

anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05, student t-test). Elde edilen % canlilik degerleri

Cizelge 3.3’te, IC50 degerleri ise Cizelge 3.4 te verilmistir.

Cizelge 3.3. Borik asit ve UV maruziyetleri ile elde edilen % canlilik degerleri

Maruziyet siiresi 0dk |1dk | 5dk | 10dk | 15dk | 30dk | 45dk | 60 dk
UV % canhihk 100 | 78,5 (76,3 | 67,2 |56,2 |42 35,7 | 208
UV +2.5 uM BA 100 | 82,1 |76 |652 |60 49,1 |40 30,3
% canlihk
UV +5uM BA % canhlik | 100 | 88,9 |80 | 732 |658 |60 51,3 |411
UV + 10 uM BA % 100 |90 [825 |741 |68,7 |621 |54 40
canhhk

Cizelge 3.4. Borik asit ve UV maruziyetleri ile hesaplanan IC50 degerleri, * p<0.05, student

t-test
ICS50 degerleri
UV maruziyeti 21 dak.
UV + 2.5 uM borik asit 29 dak.
UV + 5 uM borik asit 46 dak.*
UV + 10 uM borik asit 49 dak.*
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3.2. Genotoksisite (Komet) Testi Sonuclar:

3.2.1. UV Maruziyeti Ile Elde Edilen Komet Testi Sonuclar

UV maruziyeti ike komet testi Osram markali giines 15181 simiilatér lambasi 40

ve 60 cm kaynak mesafeleri kullanilarak uygulanmistir.

Doz orant: 5 mW/cm? = 0.5 kW/m? UVR 280-400 nm (UVA-UVB) Kaynak

mesafesi: 40 cm

Cizelge 3.5. Osram UV lambasi kullanilarak UV (kaynak mesafesi 40 cm) maruziyeti ile elde
edilen komet testi kuyruk yogunlugu sonuglari

Maruziyet
0dk 1dk 5dk 10 dk 15 dk 30 dk

siiresi

Maruziyet
Dozu
Komet

Kuyruk 2,90 14,25 28,97 49,11 84,11 X
Yogunlugu

O0ki/m2 | 3kIm2 | 15ki/m2 | 30kdI/m2 | 45kI/m2 90 kJ/m2

Cizelge 3.5’de goriildiigii gibi Kaynak mesafesi 40 cm olarak ayarlandiginda 30
dakikalik UV uygulamasi ile hiicrelerin %50°si 6lmektedir. Bu nedenle komet testinde
30 dakikalik maruziyetin iizerine c¢ikilmamistir. Komet testinden elde ettigimiz
sonuclarda 30 dakikalik UV uygulamasi hiicrelerin tamamen dagilmasina sebep
olmustur. 15 dakikalik UV maruziyetinde ise hiicreler ¢ok hasarli bulunmustur. Bu
nedenle ayn1 UV lambasi, bu kez 60 cm kaynak mesafesiyle ayarlanarak ve en fazla
60 dakika maruziyetle komet testi tekrarlanmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 3.6’da

verilmistir.

Doz orani: 1 mW/cm? = 0.1 kW/m? UVR 280-400 nm (UVA-UVB) Doz: kW/m?

X sn = kJ/m? Kaynak mesafesi: 60 cm
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Cizelge 3.6. Osram UV lambasi kullanilarak UV (kaynak mesafesi 60 cm) maruziyeti ile elde
edilen komet testi kuyruk yogunlugu sonuglari

Maruziyet 0dk 1dk 5dk | 10dk | 15dk | 30dk | 45dk | 60dk
siiresi
Maruziyet 0 0,6 3 6 9 18 27 36
Dozu kiim?> | Kim?* | K/m? | ki/m? | kiim? | ki/m? | kI/m? | k/m?
Komet
Kuyruk
Yogunlugu | 5,38 4,59 6,15 8,16 20,07 | 25,05 | 35,76 | 44,44

UV maruziyeti ile elde ettiimiz komet testi sonuglarina gore borik asit

maruziyetleri 60 cm kaynak mesafesi ile uygulanmistir.

3.2.2. UV ve Borik Asit Maruziyeti ile Elde Edilen Komet Testi Sonuclari

Bolim 3.1.1°de anlatildig1 sekilde uygulanan komet testi ile elde edilen
mikroskop goriintiileri ve kuyruk yogunlugu (tail intensity) sonuglari asagida

sunulmustur.
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Sekil 3.5. Fluoresan mikroskopta hasarsiz, az hasarli ve hasarli DNA goriintiileri

Borik asitin 2.5, 5 ve 10 uM’lik konsantrasyonlarina 6n maruziyet ile birlikte

UV uygulamasi ile elde edilen komet sonuglarina ait ortalama kuyruk yogunluklar

Cizelge 3.7-3.10°da verilmistir.

Cizelge 3.7. UV ile birlikte 2.5 uM borik asit maruziyeti ile elde edilen komet testi ortalama
kuyruk yogunlugu sonuglar1 (UV+2.5 uM BA)

Maruziyet | o | 1gk | 5dk | 10dk | 15dk | 30dk | 45dk | 60 dk
suresi
Maruziyet 0 0,6 3 6 9 18 27 36
Dozu kJim? | kJ/m? | kJ/m? kJ/m? | ki/m? | kd/m? | kd/m? | kJ/m?
Komet
Kuyruk 5,4 4,35 6,1 8,05 19,06 25,05 34,4 445
Yogunlugu
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Cizelge 3.8. UV ile birlikte 5 pM borik asit maruziyeti ile elde edilen komet testi ortalama
kuyruk yogunlugu sonuglart (UV+ 5 uM BA)

Maruziyet siiresi Odk | 1dk | 5dk | 10dk | 15 dk | 30 dk | 45 dk | 60 dk
araavet Do 0 | 06 | 3 6 o | 18 | 27 | 36
ZIl VA
uzty u kaim? | kam? | kame | kame | kam? | karm? | koim? | ko
Komet Kuyruk 53 | 51 | 602 | 75 |1522| 223 | 3244 438
Yogunlugu

Cizelge 3.9. UV ile birlikte 10 uM borik asit maruziyeti ile elde edilen komet testi ortalama
kuyruk yogunlugu sonuglar1 (UV+ 10 uM BA)

Maruziyet | 5y | 19k | 5dk | 10dk | 15dk | 30dk | 45dk | 60dk
suresi
Maruziyet 0 0,6 6 9 18 27 36
Dozu kJ/m? | ki/m? | kd/m? kd/m? | ki/m? | kd/m? | kdJ/m? | kJ/m?
Komet
Kuyruk 5,8 5 5,95 6,03 15,12 18,1 25,46 42,4
Yogunlugu

Elde ettigimiz komet testi sonucglarna gore, borik asitin ozellikle 10 uM

konsantrasyonda 45 dakikaya kadarlik UV maruziyeti ile olusan DNA hasarina karsi,

koruyucu etkisi olabilecegini gostermistir. 1, 5, 10, 30, 45 ve 60 dakikalik UV

maruziyetleri lizerinde borik asitin etkileri ayri ayr1 incelenerek Sekil 3.6-3.12 de

verilmistir.
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Ort. Kuyruk yogunlugu
w B~ (93]

N

=

0 | I I I I

Kontrol 1dk UV 1dk UV+ 1dk UV+ 1 dk Uv+
2.5BA 5BA 10 BA

Sekil 3.6. HaCaT hiicrelerine 1 dakika UV ve 2.5, 5 ve 10 pM borik asit uygulanmasi ile elde
edilen komet testi sonuglari, p>0.05, one-way Anova.

1 (bir) dakikalik UV maruziyetinin DNA hasarinda kontrole gore anlaml bir
artisa neden olmadigi bulunmustur. Borik asitin her {i¢ konsantrasyondaki DNA hasari

iizerindeki etkileri de kontrol ile farkli degildir (one-way Anova, p>0.05) (Sekil 3.6).

0 | I I I I

Kontrol 5dk UV 5 dk UV+ 2.5 5 dk UV+ 5 dk UV+
BA 5BA 10 BA

Ort. Kuyruk yogunlugu
N w H (6] o))
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Sekil 3.7. HaCaT hiicrelerine 5 dakika UV ve 2.5, 5 ve 10 uM borik asit uygulanmasi ile elde
edilen komet testi sonuglari, p>0.05, one-way Anova.
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5 (bes) dakikalik UV maruziyetinin DNA hasarinda kontrole gére anlamli bir
artisa neden olmadigi bulunmustur. Borik asitin her {i¢ konsantrasyondaki DNA hasar1

tizerindeki etkileri de kontrol ile farkli degildir (one-way Anova, p>0.05) (Sekil 3.7).

- *
I I t
0 I I I
Kontrol 10 dk UV 10 dk UVs 10 dk UV 10 dk UV+
2584 5 BA 10 BA

[
th = @

Ort. Kuyrukyogunlugu
(5] La =y in

=

Sekil 3.8. HaCaT hiicrelerine 10 dakika UV ve 2.5, 5 ve 10 uM borik asit uygulanmas1 ile
elde edilen komet testi sonuglart (*kontrol ile karsilastirildiginda, 110 dakikalik UV
maruziyeti ile karsilastirildiginda, p<0.05, one-way Anova).

Komet sonuglarina goére, 10 (on) dakikalik UV maruziyetinin DNA hasarinda
kontrole gore anlamli bir artisa neden oldugu bulunmustur (p<0.05, one-way Anova).
Borik asitin ise 10 uM konsantrasyonda UV ’nin neden oldugu DNA hasarini anlamli

olarak azalttig1 bulunmustur (Sekil 3.8).

51



25

* ®=
20 i i
* *®
15
10

Kontrol 15 dk U 15 dk U+ 15 dk U+ 15 dk W+
2.5BA 5 BA 10 BA

Ort. Kuyruk yogunlugu

Ln

Sekil 3.9. HaCaT hiicrelerine 15 dakika UV ve 2.5, 5 ve 10 uM borik asit uygulanmasi ile elde
edilen komet testi sonuglar1 (¥*kontrol ile karsilastirildiginda, {15 dakikalik UV maruziyeti ile
karsilastirildiginda, p<0.05, one-way Anova).

Komet sonuglarina gore, 15 (onbes) dakikalik UV maruziyetinin DNA hasarinda
kontrole gore anlamli bir artisa neden oldugu bulunmustur (one-way Anova, p<0.05).
Borik asitin ise 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda UV’nin neden oldugu DNA hasarin1
anlamli olarak azalttig1 bulunmustur (Sekil 3.9).
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Sekil 3.10. HaCaT hiicrelerine 30 dakika UV ve 2.5, 5 ve 10 uM borik asit uygulanmasi ile
elde edilen komet testi sonuglari (*kontrol ile karsilastirildiginda, $30 dakikalik UV
maruziyeti ile kargilastirildiginda, p<0.05, one-way Anova).

30 (otuz) dakikalik UV maruziyetinin DNA hasarinda kontrole gére anlamli bir
artisa neden oldugu bulunmustur (p<0.05, one-way Anova). Borik asitin ise 10 uM
konsantrasyonda UV’nin neden oldugu DNA hasarmi anlamli olarak azalttigi
bulunmustur (Sekil 3.10).
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Sekil 3.11. HaCaT hiicrelerine 45 dakika UV ve 2.5, 5 ve 10 uM borik asit uygulanmasi ile
elde edilen komet testi sonuglart (*kontrol ile karsilastirildiginda, 145 dakikalik UV
maruziyeti ile karsilagtirildiginda, p<0.05, one-way Anova).

45 (kirkbes) dakikalik UV maruziyetinin DNA hasarinda kontrole gore anlaml
bir artiga neden oldugu bulunmustur (p<0.05, one-way Anova). Borik asitin ise 10 uM
konsantrasyonda UV’nin neden oldugu DNA hasarin1 anlamli olarak azalttig

bulunmustur (Sekil 3.11).
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Sekil 3.12. HaCaT hiicrelerine 60 dakika UV ve 2.5, 5 ve 10 uM borik asit uygulanmasi ile
elde edilen komet testi sonuglar1 (¥*kontrol ile karsilastirildiginda, p<0.05, one-way Anova).

60 (altmis) dakikalik UV maruziyetinin DNA hasarinda kontrole gore anlaml
bir artisa neden oldugu, bu DNA hasarmin pozitif kontrol olarak kullanilan 50 uM
H20:> ile benzer oldugu bulunmustur (p<0.05, one-way Anova). Borik asitin ise test
edilen her ii¢ konsantrasyonunun UV’nin 60 dakikada neden oldugu DNA hasarimi
azaltmada etkili olmadig1 bulunmustur (Sekil 3.12).
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4. TARTISMA

Son zamanlarda 6zellikle kozmetik alaninda ve giines preparatlarinda borik
asitin yaygin kullanilmas1 nedeniyle, borik asitin UV toksisitesini dnleme potansiyeli

arastirilmasi 6nemli bir konu haline gelmistir.

Avrupa Birligi’nde tiim kimyasal maddeler REACH (Registration, Evaluation,
Authorization and restriction of Chemicals) adi1 verilen biiyiik bir kimyasal madde
yonetmeligi altinda insan saghgina olan etkileri baz alinarak yeniden
smiflandirilmistir. Bu smiflama kapsaminda borik asit ve sodyum boratlar tireme
izerine toksik (reprotoxic) olan kimyasal maddeler grubunda (Repr 1B, H360FD)
siiflandirilmistir. Bu siiflandirma, Diinya’daki bor rezervlerinin %75 ine sahip olan
tilkemizin borik asit ve sodyum borat ihracatinda oOnemli kisitlamalar ile
karsilagsmasina neden olmaktadir. Bu nedenle borik asit ve sodyum boratlarin insan
saglig1 acisindan faydali tiriinlerde kullanilmasinin 6niinii acacak ¢aligmalar, borik asit
ve sodyum boratlar ile ilgili olarak ortaya c¢ikan yukaridaki olumsuzluklarin
giderilmesi konusunda zaman iginde faydali olacaktir. Yapmis oldugumuz bu
calismanin sonuglarinin da iilkemiz i¢in bu a¢idan uzun vade de fayda saglayacagini

diistinmekteyiz.

Ayrica, kozmetiklerde giivenli kullanim ile ilgili olarak CIR (Cosmetic
Ingredient Review) uzman panelinde sodyum borat ve borik asitin maksimum %5
oraninda kullanilmasinin giivenli olduguna karar verilmistir. Avrupa Birligi Kozmetik
Regiilasyonu listelerinde (EU Cosmetic Regulation), borik asit, boratlar ve
tetraboratlarin talklarda en fazla %3, hijyen i¢in kullanilan tiriinlerde en fazla %0.1 ve
kozmetikte kullanilan diger iirlinlerde (banyo ve sa¢ sekillendirme disinda) en fazla
%3 oraninda kullanilabilecegi agiklanmistir. Bunun disinda, yapilan regiilasyonlarla
sodyum borat ve borik asit iceren kozmetik ve kisisel bakim {irlinlerinin peeling
yaptirilmis veya tahris olmus ciltte ve 3 yasin altindaki ¢ocuklarda kullanilmamasinin

irlinlin etiketinde yazilmas1 gerekmektedir.

56



Tezimizde UV maruziyeti ile birlikte borik asitin sitotoksik ve genotoksik
cevaplarinda 6zellikle diistik (gilinliik olarak maruz kalinabilecek) konsantrasyonlarda
koruyucu bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi heniiz ¢alisiimamais bir konudur.
Tezimizde HaCaT (insan keratinosit hiicresi) hiicrelerinde test ettigimiz borik asit
konsantrasyonlari, insanlarda yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda tespit edilmis olan
kan bor (22.1 — 499.2 ppb) konsantrasyonlarin1 kapsayacak sekilde planlanmustir.
Dolayisiyla giinliik olarak normal seviyede maruz kalmman bor ile insanlarda

olusabilecek kan bor konsantrasyonunun deneylerde test edilmesine dikkat edilmistir.

UV 1s1gmin zararh etkileri, kisa dalga boyuna sahip UVB (280-315 nm) ve uzun
dalga boyuna sahip UVA (315-400 nm)’dan kaynaklanmaktadir. Son zamanlarda UV
radyasyona maruziyetle ilgili olarak yapilan deneysel ve epidemiyolojik caligsmalar
UVB ile birlikte UVA’nin da cilt kanserine neden oldugunu gostermistir (Matsumura
ve ark., 2002; Dahle ve Kvam, 2003). Uluslarars1 Kanser Arastirma Ajansi, UV
radyasyonu (UVA ve UVB) Grup 1 karsinojen olarak siniflandirmistir (EI Ghissassi
ve ark., 2009). UVB’nin neden oldugu mutajenik etkiler yillardir arastirilmis ve
mekanizmasi tam olarak ortaya konmustur. UVB mutajenitesi, siklobiitan pirimidin
dimeri (CPD) ve pirimidin-(6-4)-pirimidon fotoiiriinii (6-4 PP) seklinde olusan iki
temel pre-mutajenik DNA lezyonu ile agiklanmaktadir. Onarilamayan UVB lezyonlari
dipirimidin sekanslarinda mutasyonlar ile (CC-TT seklinde) UV’ye bagh cilt
kanserine neden olurlar. Buna karsilik, UVA’nin neden oldugu DNA hasarinin
mekanizmasi heniiz yapilan c¢alismalar ile agiklanamamistir. UVA DNA tarafindan
direkt olarak adsorbe edilmez ve hasara neden olmasi i¢in endojen fotosensitizanlara
(photosensitizers, PS) ihtiyag duyar. UV’nin DNA hasarina neden olabilmesi i¢in
ihtiya¢ duydugu kabul edilen (heniiz ispatlanmamistir) fotosensitizanlar, Tip I ve Tip
Il fotoreaksiyonlarla ‘-OH, ‘O2’, H20, veya 'O gibi reaktif oksijen radikallerinin
(reactive oxygen species, ROS) olugmasina neden olurlar (Cadet ve ark., 1997; Cadet
ve ark., 2003; Cadet ve ark., 2009; Cadet ve Douki 2011). UVA maruziyeti sonucunda
oksitlenmis bazlar (8-0x0-dG, timidin-glisol gibi), abazik bolgeler ve tek zincir
kiriklart gibi DNA lezyonlar1 olugmaktadir. UVA’nin ¢ift zincir kiriklarina neden
oldugu bazi ¢alismalarda gosterilse de heniiz ispatlanmamistir (Riinger ve ark., 2012;

Greinert ve ark., 2012). Hatta son yillarda UV A’nin neden oldugu dimerlerin UVB’nin
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neden oldugu dimerlerden daha mutajenik oldugunu, ¢iinkii UVA maruziyetinde
hiicrenin daha az koruyuculu oldugu (DNA onarimi, hiicre dongiisii ve apoptozis
basamaklarinda) ve antimutajenik hiicresel cevabin olustugunu gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir (Riinger ve ark., 2012). UVA maruziyetiyle antimutajenik hiicresel
cevabin UVB maruziyetiyle olusan cevaptan daha az etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica, antimutajenik hiicresel DNA hasarina kars1 olugan cevapta merkez regiilator
Ozellik tagiyan p53°iin, aym1 dozlarda UVB maruziyetiyle karsilastirildiginda, UVA

maruziyetinde daha az aktif oldugu goriilmiistiir.

Tezimizde, borik asitin UV radyasyonun neden oldugu genotoksik etkiler
tizerinde koruyucu bir etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Elde ettigimiz sonuglarla
birlikte bu tez, borik asitin antioksidan etkinligini ve giines kremi formulasyonlarinda
kullanilabilirligini gosterecek nitelikte olup, bor rezervi yoniinden zengin iilkemiz

acisindan oldukca 6nemli bir ¢aligmadir.

Usuda ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢alismada borik asitin oral yolla uygulamadan
sonra tamaminin hizla absorbe olup gastrointestinal yoldan kan dolasimina gegtigini
bulmuslardir. Bu 6zelliginden dolay: borik asitin organizmaya faydali olup olmadig:
arastirma konusu haline gelmistir. Hunt (1998) tarafindan deney hayvanlarinda
yapilan ¢alismada ise, diyetle alinan borik asitin pek ¢ok metabolik parametreleri
etkiledigi gosterilmistir. Borik asitin kalsiyum ve potasyum metabolizmasinda; D
vitamini (Hunt, 1996), aldehit dehidrogenaz, ksantin oksidaz, sitokrom b-5 rediiktaz
(Hunt, 1996; Devirian ve Volpe, 2003), insiilin, Ostrojen, testesteron, T3, T4
(Armstrong ve ark., 2001), trigliserit, glukoz ve reaktif oksijen tiirleri (Turkez ve ark.,
2007; Ince ve ark., 2011; Turkez ve ark., 2012) iizerinde etkili oldugu gosterilmistir.

Ayrica meyve ve sebzelerin tiiketilmesiyle alinan borun bir¢ok faydali etkileri
oldugu da bildirilmistir (Devirian ve Volpe, 2003). Barranco ve ark. (2009) yaptiklari
calismada cesitli bor bilesiklerinin hipolipidemik, antienflamatuar ve antikanser
Ozelliklerinin oldugunu ileri siirmiislerdir. Ayrica bor bilesiklerinin bakteri ve kiiltiirti
yapilmis memeli hiicrelerinde genotoksik etki potansiyelinin olmadig1 gosterilmistir.
Turkez ve ark. (2012), insan kan kiiltiirii kullanarak yaptiklar1 bir calismada, agir metal

(arsenik trioksit, kolloidal bizmut subsitrat, kadmium, civa ve kursun)

58



genotoksisitesinde bazi bor bilesiklerinin (borik asit, boraks, kolemanit ve tleksit)
antioksidan etkili olup olmadigini arastirmislardir. Test edilen bor bilesiklerinin diisiik
dozlardaki agir metal genotoksisitesini azalttigin1 tespit etmislerdir. Ince ve ark. (2011)
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, oral yolla alinan bor bilesiklerinin (100mg/kg)
kandaki glutatyon konsantrasyonunu ve plazma C vitamini diizeyini artirdigin

bulmuslardir.

Bunun yaninda son yillarda borun iireme sistemi iizerine toksik olup olmadigini
arastiran ¢aligmalar da yapilmaktadir. Bunlarin bir tanesi Amerkali bir grup tarafindan
Cin’deki bor madeni ¢alisanlarinda gergeklestirilmistir (Xing ve ark., 2008; Robbins
ve ark., 2010). Digeri ise Tirkiye’de, Bandirma ve Bigadi¢ Borik asit fabrikasi
calisanlarinda gergeklestirilmistir (Duydu ve ark., 2011; Duydu ve ark., 2012; Duydu
ve ark., 2019; Duydu ve ark., 2018; Basaran ve ark., 2019;). Her iki ¢alisma grubunun
sonuglar1 da birbirini desteklemekte ve bor maruziyetine bagli iireme toksisitesinin

bora yiiksek diizeyde maruz kalan is¢ilerde gozlenmedigi vurgulanmaktadir.

Riinger ve ark. (2012) yaptiklart ¢aligmalarinda, UVA ve UVB’nin neden
olduklart DNA hasarinin mekanizma farkliliklarini agiklamak amaciyla UVA ve UVB
maruziyetinden sonra insan fibroblast hiicrelerinde hiicre dongiisii regiilasyonu, DNA
onarimi ve apoptozis durumunu karsilastirmislardir. Elde ettikleri sonuglar UVB
maruziyeti ile olusan p53 ve p95 aktivasyonunun UVA’ya gore daha belirgin ve daha
uzun siire devam ettigini gostermektedir. Bunun disindaki antimutajenik cevaplarda
(DNA onarimi ve apoptozis) bir farklilik bulamamislardir. Nair-Shalliker ve ark.
(2012), insan kan lenfositlerinde UV’nin neden oldugu DNA hasarini MN test
kullanarak arastirmislardir. D vitamini eksikliginde UV kaynakli DNA hasariin
arttigini bulmuglardir. Greinert ve ark. (2012) ise insan keratinosit hiicreleri ve insan
deri keratinositlerinde komet testi ve YH2AX kullanarak UV kaynakli ¢ift zincir
kiriklarim1 arastirmiglar ve UVA’nin ¢ift zincir kiriklarinin olusumuna yol actigin

bulmuglardir.
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Tezimizin sonuglari, borik asitin antioksidan etkinligini ve giines kremi
formulasyonlarinda kullanilabilirligini gosterecek nitelikte olup, bor rezervi yoniinden

zengin llkemiz agisindan olduk¢a 6nemlidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tezimizde hedefledigimiz sekilde borik asit ile birlikte UV radyasyonun
sitotoksik ve genotoksik etkileri MTT ve komet testleri kullanilarak arastirilmistir.

HaCaT hiicrelerine 40 cm’lik UV kaynak mesafesi ile UV maruziyetinden elde
edilen IC50 degeri ile; borik asitin 2.5, 5 ve 10 uM’lik konsantrasyonlarinin 6n
maruziyeti ve 40 cm’lik UV kaynak mesafesi ile maruziyet sonucu elde edilen IC50
degerleri karsilagtirllmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore, borik asitin test edilen her
lic konsantrasyonda UV radyasyonun sitotoksisitesini azalttigi, 5 ve 10 uM’lik

konsantrasyonlarda bu etkinin anlamli oldugu bulunmustur.

Daha 6nceden yapilan ¢alismalar ile, UVB’nin, siklobiitan pirimidin dimeri ve
pirimidin-(6-4)-pirimidin foto iriinii olusturdugu bulunmustur. UVA maruziyeti
sonucunda ise oksitlenmis bazlar (8-0x0-dG, timidin-glisol gibi), abazik bolgeler ve
tek zincir kiriklar1 gibi DNA lezyonlar1 olusmaktadir. UVA’nin ¢ift zincir kiriklaria
neden oldugu bazi caligmalarda gosterilse de heniiz ispatlanmamistir. Tezimizde UV
radyasyonun 10 dakikalik maruziyetten sonra DNA hasarini anlamli olarak artirdig:

bulunmustur.

Sonug olarak; Tezimizden elde etmis oldugumuz bulgulara gore UV etkisi ile
(yani giines 15181 altinda) cilt hiicrelerinde ortaya ¢ikabilecek DNA hasarinin borik
asidin uygun konsantrasyonu kullanilarak onlenebilecegi soylenebilir. Tez ¢alismamiz
bu ag¢idan giines kremi kullanimindan olusabilecek insan saglig1 problemlerine (cilt
hiicrelerinde  DNA hasar1) bir ¢6ziim olarak formiilasyonlarda borik asidin

kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
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Borik asitin UV radyasyonun neden oldugu genotoksik etkiler iizerinde
koruyucu bir etkisinin olup olmadig heniiz ¢alistimamis bir konudur. Ozellikle giines
151g¢1na maruziyetle UV A radyasyonun cilt kanseri tizerinde etiyolojisinde borik asitin
antioksidan etkinliginin gosterilmesi tezimiz ile elde ettigimiz 6nemli bir sonug

olmustur.
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OZET

Borik Asitin UV Radyasyonun Genotoksik ve Sitotoksik Etkilerine Kars
Koruyucu Etkinliginin In-Vitro Arastirilmasi

Hergiin maruz kaldigimiz giines isinlariin insan sagligi iizerinde yararl etkilerinin
yaninda toksik etkileri de bulunmaktadir. UV radyasyonun indirekt veya direkt
mekanizmalarla insanlarda DNA hasarina neden oldugu bilinmektedir. Giinese maruziyet
genellikle gilines koruyucu kremlerle birlikte gergeklesmektedir. Giines kremlerinin
formiilasyonlarinda UV radyasyonun bu etkilerinden korunmak amaciyla antioksidan 6zellikli
maddelerin kullanilmas1 6nemlidir.

Bor mineralleri iilkemizin madencilik alaninda en 6nemli ihracat maddelerindendir. Son
yillarda borik asitin antioksidan 6zelligi ¢esitli caligsmalarla gdsterilmis olsa da bu konuda daha
cok calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tezimizde, HaCaT (insan keratinosit) hiicreleri UV radyasyona artan siirelerde maruz
birakilarak olusabilecek sitotoksik ve genotoksik etkilerin Onlenmesinde borik asit
uygulamasinin faydali olup olmadig1 arastirilmistir. Tezimizde sitotoksisite testi olarak MTT
yontemi ve genotoksisite testi olarak komet yontemi uygulanmustir.

Tezimizden elde ettigimiz sonuglara gore, borik asit ozellikle 5 ve 10 pM
konsantrasyonda UV radyasyonun sitotoksik etkisini azalttigi, 45 dakikaya kadar UV
maruziyetinin neden oldugu DNA hasarim1 10 puM konsantrasyonda borik asidin azalttig1
bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglara dayanarak, borik asitin giines kremi formulasyonlarinda
kullanilmasinin faydali olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Borik asit, HaCaT, Komet testi, MTT, UV radyasyon.
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SUMMARY

In Vitro Investigation of the Protective Effect of Boric Acid Against the
Genotoxic and Cytotoxic Effects of UV Radiation

In addition to beneficial effects on the human health of the sun rays we are
exposed to daily, there are also toxic effects. It is known that UV radiation causes DNA
damage in humans through indirect or direct mechanisms. Exposure to the sun is
usually accompanied by sunscreen creams. In sunscreen formulations, it is important
to use antioxidant substances to protect against these effects of UV radiation.

Boron minerals are the most important export items in the mining field of our
country. Although the antioxidant properties of boric acid have been shown in various
studies in recent years, it is necessary to work more on this subject.

In this thesis, we investigated whether boric acid treatment is beneficial in
preventing cytotoxic and genotoxic effects of UV radiation on HaCaT (human
keratinocyte) cells exposed to for extended periods of time.

MTT method was used as cytotoxicity test and comet assay was performed as
genotoxicity test in our protocol.

According to the results obtained from our thesis, boric acid decreased the
cytotoxic effect of UV radiation especially at 5 and 10 uM concentration, and boric
acid at 10 pM concentration, decreased the UV damage caused by UV exposure up to
45 minutes. It may be said that boric acid may be useful for the application of sunscreen
formulations.

Keywords: Boric acid, Comet assay, HaCaT, MTT, UV radiation.
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