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ONSOZ

Bu tez ¢alismasinda borik asitin in vitro yontemlerle insan Sertoli (HSeC) hiicre
kiiltiirleri izerinde toksikolojik analizlerinin arastirilmasi amaglanmistir. Kullanilacak
hiicre tipinin bor maruziyetinin hedef aldig1 insan iireme sistemine ait bir hiicre olmasi
sebebiyle tezimiz 6nem kazanmaktadir. Ayrica elde edecegimiz veriler diinya bor
rezervlerinin bitylik bir kismina sahip olan ve yiiksek kapasiteli bor igsletmeleri bulunan
Tiirkiye i¢in bor ihracaatinin degerli olmasi; borik asit ile ilgili yasal diizenlemelerin
hazirlanmasinda saglik ve g¢evre otoritelerine yardimci olmast nedeniyle tez

calismasinin 6nemi daha da artmaktadir.

Tez ¢alismamda planlanmasinda, arastirilmasinda, yiritilmesinde ve
olusumunda ilgi ve destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden
yararlandigim, yonlendirme ve bilgilendirmeleriyle calismami bilimsel temeller
1s181nda sekillendiren saym hocam Dog. Dr. Aylin USTUNDAG a, ¢alisma siiresince
tiim zorluklar1 benimle gogiisleyen ve hayatimin her evresinde bana destek olan
degerli annem Esma AKINCI, babam Yasar AKINCI ve agabeyim Yusuf AKINCI’ya

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Bor, Borik Asit ve Onemi

1.1.1. Bor Elementinin Tarihcesi

Bor elementini iceren dogal minerallere genellikle boratlar denilmektedir.
Boratlarin insanlar tarafindan kullanimi binlerce yil Oncesine dayanmaktadir.
"Baurach" sozciigiine (Arapca: Boraks) 2000 yillik eski iran ve Arabistan'daki
yazmalarinda rastlanilmaktadir. Bir bagka bor bilesigi olan boraks dekahidrat’in dogal
formu olan tinkalin adi ise yine boraks anlamina gelen Sanskritce tincana'dan
gelmektedir. Boratlarm, M.O. 300 yillari zamanindan giiniimiize gelmis Cin
seramiklerinde ve Babil Uygarligi’'ndan o6nceki zamanlarda altin doékimiinde
kullanildig1 bilinmektedir (Ozkan ve ark., 1997).

Bor mineralleri yiizyillardir ¢esitli alanlarda kullanim olanagi bulmustur.
Nitekim 8. yiizyilda bor bilesikleri, altin ve giimiisiin rafine edilmesinde eritici madde
olarak kullanilmigtir. Bor ve minerallerinin degerli nitelikleri ve ender olmalari, global
ticareti lizerinde de etkisi olmus, Marco Polo 13. yiizyilda Cin boratlarin1 Avrupa’ya
gotlirmiis, ardindan Avrupa’da lehimlemede ve sirlamada bor minerali kullanilmaya
baglanmistir. Tiirkiye'deki bor mineralleri ise, 13. yiizyildan itibaren bilinmesine
karsin yakin zamana kadar minimal miktarda kullanilmigtir. 18. Yiizyilda italya'nin
Toskana bolgesinde dogal borik asit tiirevi olan sasolit minerali bulunmustur. Orta

cagin tamaminda, Venedik bor ticaretinde 6nemli bir nokta haline gelmis, ana liman



ozelligi tasimistir. 19. ylizyilin sonlarina kadar bor, yiiksek maliyetli ve sadece 6zel
durumlarda kullanilmistir. Bu zamanlarda bor mineralleri temel olarak; ilag yapimui,
yiyeceklerin muhafaza edilmesi, seramik sirlamasi gibi nedenler igin kullanilmistir.
(Kistler ve Helvaci, 1994). 1836 yilina gelindiginde ise, Sili ve Arjantin bolgesindeki
bor mineralleri kesfedilmis ve bu yataklar 19. ylizyihin tamaminda borun elde
edilmesinde kullanilan en biiyiik kaynaklar haline gelmistir. 1864’te Clear G6lii’nde
ve daha da miihimi ABD’de Bati Nevada Playa bolgesinde bor madeni yataklar
kesfedilmistir. Yapilan arastirmalar neticesinde, bor minerallerinin kisitli ve yiiksek
maliyetli kullanimindan, bugiin tonlarla seklinde ifade ettigimiz, bir¢ok alanda ve daha

uygun fiyath kullanimma gegilmistir (Ediz ve Ozdag, 2001 ve Ozkan, 1997).

19. yiizyilin ilk yarisinda, Fransiz Joseph Louis Gay-Lussac ve Louis Jacques
Thenand ile Ingiliz Sir Humphrey Davy, yaklasik olarak ayn1 dsnemde bor elementini
ayrigtirabilmis, bir diger deyisle bor elementini kesfetmiglerdir. Ancak yiiksek
safliktaki (%99) ilk kristalize borun elde edilmesi, 1909 yilinda ger¢eklesmistir
(Pehlivan, 2014).

Ulkemizdeki bor madenlerinin bilinirligi ¢ok eski zamanlara Dogu Roma
Imparatorlugu zamanina dayanmaktadir ve bu zamandan itibaren kullanimimin oldugu
diisiiniilmektedir. Balikesir’in Susurluk ilgesinde Tirkiye’deki ilk bor yatagina

rastlanmistir.

Osmanli doneminde, 1861°de ilk kez Maadin Nizamnamesi ¢ikarilmistir. Bu
hiikiimlerde Fransiz Camille Desmazures’e ortagiyla beraber isletme hakki verilmistir.
Ortaklar, nizamnameden 4 yil sonra Osmanli’dan yetkiyi almasiyla beraber,

Desmazures sirketini kurarak bor ¢ikarmaya baslamistir. Fransizlar, bolgedeki borun



tretimini 1885 yilina kadar yapip Avrupa’daki alicilara satmislardir. Bahsedilen
donemlerde Osmanli imparatorlugu’nun bor iiretimi yapabilecek kapasitesi yoktu ve

bu konuda girigim yapilamamaistir.

1887°de bir Ingiliz sirketi olan Boraks Consolidated sirketi de Anadoluda bor
tiretmek icin girisimlerde bulunmus ve imtiyazla beraber iiretimlerini 1958 yilina
kadar gerceklestirmistir. 1927°ye kadar toplamda 600’iin iizerinde yabanci sirkete
imtiyaz verilmis ardindan 1944°te bu sirketlerin ¢ogunlugu millilestirilmis ve yabanci

sermayeye yeni imtiyazlar verilmemistir.

1935°’te 2804 ve 2805 Sayili kanunlarin ¢ikarilmasiyla beraber arama
ruhsatlarin1 almis olan yerli sermaye MTA ve Etibank, II. Diinya Savasi’nin ardindan
arama faaliyetlerine hiz vermislerdir. Ileriki yillarda yabanci sermayelere verilen
imtiyazlarinin birer birer devlete gecirilmesiyle beraber yerli sermayelere isletme

haklar1 taninmig, Etibank ve bir kisim yerli sirket tarafindan isletilmeye baslanmustir.

1950’de Balikesir Bigadi¢’te, bundan iki yil sonra Mustafa Kemal Pasa
civarlarinda kolemanit yataklarina kesfedilmis, 1956’ta da Emet civarinda MTA
tarafiindan, Hisarcik ve Hamamkdy yakinlarinda kolemanit yataklarina rastlamistir.
Bu yataklarin kesfinden 2 sene sonra, yataklarin igletilmesi Etibank’a tarafindan

yapilmistir (Enerji Portali, 2019 ve Yigitbasioglu, 2014).



Bor maden yataklarinin devlet tarafindan isletilmesi karariyla birlikte de tiim
aktiviteler (madencilik, iiretim, yatirim ve pazarlama) Etibank (giiniimiizdeki adi ile

Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii) aracilig1 ile yiiriitiilmektedir.

Devlet tarafindan igletme kararinin alinmasindan bugiine kadar gegen zaman
icinde de, madencilik ve rafine bor iirlinleri imalatinda ciddi ilerlemeler gosterildigi

asikardir.

Bugiin iilkemizin bor rezervlerinin 3 milyar ton civarinda oldugu tespit
edilmistir. Eti Maden/MTA isbirligi ile rezerv ¢alismalari halen yapilmaktadir (Enerji
Portal1, 2019 ve Yigitbasioglu, 2014).

1.1.2.  Bor’un Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Yer kabugunda yayginhiginda 51. sirada olan bor elementi, genellikle boratlar ve
borosilikatlar halinde bulunmaktadir. Konsantrasyonu yaklasik 3 mg/kg civarindadir.
Bor’un rengi degiskenlik gostermektedir. Rengi koyu kahverengi ve ¢ok gevrek
oldugunda amorf toz halindedir. Sert yapili monoklinik kristal halinde ise sarimsi

kahverengi renktedir (Tombal ve ark., 2016).



Periyodik cetvelde I11A grubunda yer alir. Karbon (°C) ve Silisyum (4Si)
elementlerine benzerligi yiiksektir. iki adet kararli iztopu vardir. Bunlar; 1°B ve !B
seklindedir. Bor izotoplarinin yerkabugunda yayilimi farklidir. Bolluk miktarlari
degiskenlik gostermektedir. Buna bir 6rnek olarak giiniimiizdeki verilere gore; °B
miktart ABD Kaliforniya eyaletindeki yataklarda diisiik, Tiirkiye’de ise yiiksek
seviyelerdedir (Tombal ve ark., 2016).

Borun metal veya ametal elementlerle yaptigi bilesikler farkli 6zellik
gostermektedir. Bu nedenle bor bilesikleri farkli endiistridelerde farkli alanlarda
kullanilmaktadir. Bor, bilesiklerinde metal dis1 bilesikler gibi davranmaktadir. Fakat
farkli olarak saf haldeki bor elektrigi iletme Ozelligine sahiptir. Kristalize hali,
goriinim ve optik ac¢isindan incelendiginde elmasa benzedigi bulunmustur ve

neredeyse elmas kadar serttir (Enerji Portali, 2019).

Bor elementinin fiziksel 6zelliklerinin detayo Cizelge 1.1’de verilmistir (Tombal
ve ark., 2016).

Cizelge 1.1. Borun fiziksel ozellikleri

Atom kiitlesi 10,811 (g/mol)

Kaynama noktasi 3727 (°C)

Termal genlesme katsayist 8,3 um/(m.K), (0 °C’ de)
Elektriksel iletkenlik 1,0 E-12 puS/cm

Isil iletkenlik 0,274 W/cm.K

Yogunlugu 2,34 glem?, (25 °C’de)
Goriintisii Sari-Kahverengi ametal kristal
Elastik modiilii Kiitle: 320/GPa

Atomizasyon entalpisi 573,2 kJ/mol, (25 °C’de)
Fiizyon entalpisi 22,18 kd/mol




Buharlagma entalpisi 480 kJ/mol

Sertligi Mohs: 9,3 Vickers: 49 000 MN.m-2
Buharlagma 1s1s1 489,7 ki/mol

Ergime noktast 2075 °C

Molar hacmi 4,68 cm3 /mol

Fiziksel durumu Kati, (20 °C ve 1 atm’de)

Spesifik 1s1s1 1,02 J/g.K

Buhar basinci 0,348 Pa (300 °C’de)

Oksijene yiiksek affinitesin olan bor, bu 6zelliginden 6tiirii tabiatta serbest halde
bulunmamaktadir ve yer kabugunun yapisinda %0,001 oraninda bulunur. En sik
rastlanan bor bilesikleri; borik asit ve borun sodyum ve kalsiyum ile olusturdugu
bilesikleridir. Tabiattaki yaklasik 150 mineralin bor elementi igerdigi bilinmektedir.
Ancak, ticari agidan 6nemli olan bor mineralleri sinirlidir. Bunlar; tinkal, kernit,
probertit, tileksit, szaibelyite ve kolemanittir (Bilimsel Madencilik Dergisi, 2021 ve
Ozkan ve ark., 1997).

Ticari 6nem arz eden bor minerallerinin en ileri gelenlerinden tinkal, tabiatta
bulunma sekli genellikle renksiz ve saydamdir. Fakat bilesigindeki diger maddelere
gore renkleri degisebilmekte, pembe veya sarimsi gri olabilmektedir. Sertlik derecesi
2 ila 2,5 ve ozgiil agirligi 1,72°dir. Suda kolaylikla ¢éziinmesi en 6nem arz eden
ozelligidir (Ozkan ve ark., 1997).

Ticari anlamda 6neme sahip bor minerallerinin detay1 Cizelge 1.2°de verilmistir.



Cizelge 1.2. Ticari anlamda dneme sahip bor mineralleri (Ozkan, 1994 ve Tomal ve

ark., 2016)

Mineral Adi

Kimyasal Formiil

%B203

Bulundugu Yerler

Sasolit

H3BO3

56,3

Dogal borik asittir ve ilk

kez Italya'da {iretilmistir.

Tinkal

NazB407¢10H20

36,5

Kirka, ABD, Arjantin,
Bolivya, Hindistan

Kernit (Razorit)

NazBs07+4H20

51,0

Kernit yataklar1
Arjantin'in Tincalayu ve
Blanca

bolgelerinde
bulunmaktadir.  Ayrica
Tiirkiye, ABD ve

Cin'de de vardir

Kolemanit

CazB6011°5H20

50,8

En biiyiik rezerv

Tiirkiye'dedir.

Uleksit

NaCaBsOg*8H20

43,0

Uleksit yataklar, Sili,
ABD, Peru, Sirbistan,
Bolivya,

Cin  ve  Tirkiye'de

bulunmaktadir.

Probertit

NaCaB3Og*5H20

49,6

ABD'de Death Valley bor
yataklarinda

bulunmaktadir.

Inyoit

Ca2B6011°13H20

37,6

ABD., Tiirkiye

Hidroborasit

CaMgBsO11°6H20

50,5

Arjantin‘de kolemanit ile
birlikte hidroborasit
olusumu da bulunmakta
ve agirliklt olarak
seramik sanayinde

kullanilmaktadir. Ayrica
Kazakistan ve Tiirkiye'de

vardir.

Borasit

MgsB7013Cl

62,2

Tiirkiye'de Emet, Kirka,
Bigadic borat
yataklarinda

oldukga sik goriiliir.

Szaibelyite

MgB0: (OH)

414

Kazakistan, Cin

Datolit

CaBSiO4OH

249

Datolit yataklar1 esas

olarak Rusyanin Dogu




bolgelerinde
Kazakistan'da

bulunmaktadir.

Ve

Bor elementinin kimyasal 6zelliklerinin detay1 ise Cizelge 1.3’te verilmistir.

Cizelge 1.3. Bor elementinin kimyasal 6zellikleri (Tombal ve ark., 2016)

Elektrokimyasal Esdeger

0,1344 g/amp-hr

Elektronegativite 2,04 Pauling
Flizyon Isis1 50,2 kJ/mol
Iyonlasma potansiyelleri
Birinci potansiyeli: 8,298 eV
Ikinci potansiyeli: 25,154 eV
Ugiincii potansiyeli: 37,93 eV
Degerlik elektron potansiyeli 190 eV

Borun kimyasal 6zellikleri degisiklik gostermektedir. Ornegin; amorf halinin

(mikron boyutunda) tepkimeye girermesi daha kolay olmasina kargin Kristalize hali

daha kararlidir ve kolaylikla tepkime vermez.

Borun indirgeyici 6zelligi yiiksektir. Bu 6zelligi sayesinde, tiim ametal oksitleri,

metal oksitlerin de ¢ogunlugunu elementel hale indirgeyebilmektedir. Bilesikleri ¢ok

kararli oldugundan, boru elementel hale doniistiirmek zordur. (Calik, 2002 ve Jeogenc,

2021).



Bor madenlerinin degerini belirlemede igindeki B2O3 (boroksit) orani énem

tagimaktadir. Bilesikte B»O3z orami yiikseldikce o bilesik daha degerli kabul

edilmektedir. Bor ve bazi énemli bor bilesenlerinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine

Cizelge 1.4°de yer verilmistir.

Cizelge 1.4. Bor ve baz1 onemli bor bilesenlerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
(ATSDR, 1992; U.S. EPA, 1987; ECETOC, 1994 ve WHO, 1998).

Bor Borik Asit Boraks Bor Oksit
CAS Kayit | 7440-42-8 10043-35-3 1303-96-4 1303
Numaras
Molekiil Formiilii | B H3BO3 Na2B407.10H20 B203
Molekiil Agirlig 10.81 61.83 381.43 69.62
Bor Igerigi (%) 100 17.48 11.34 31.06
Fiziksel Formu Siyah kristal veya | Beyaz veya | Beyaz veya renksiz kristal | Beyaz =~ veya
sari-kahverengi renksiz  kristal | graniilleri veya tozu renksiz  camsi
amorf toz graniilleri  veya graniiller
tozu
Spesifik 234 1.51 1.73 2.46
Yogunluk ((20°C)
Erime Noktast | 2300 171 >62 Bilgi yok
(°C) Kapali alanda
Suda Coziiniirlik | Coziinmez 472 @ 20°C | 471 @ 20°C 65.63 @ | Hizla suyla
27.53 @100°C 100°C birlesme




1.1.3. Bor Rezervleri

Diinyadaki en 6nemli bor yataklarina sahip iilkeler Tiirkiye, Rusya ve ABD’dir.
Diinya ticari bor rezervleri ise 4 farkli bolgede, Mojave Colii, And Kemeri, Giiney ve
Orta Asya Orojenik Kemeri ve Dogu Rusya’da toplanmaktadir. Tirkiye bu
bolgelerden Giiney ve Orta Asya Orojenik Kemeri igerisinde bulunmaktadir (Eti
Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii, 2016).

Diinya bor madeni iiretimine yillar bazinda daha yakindan bakildiginda, iiretimin
biiyiik bir kismmin iki iilke tarafindan gergeklestirildigi goriilmektedir. Ornegin; 1970
yilinda diinya bor madeni iretiminin ABD yaklasik %66’sin1 ve Tiirkiye yaklagik

%16’s1n1 sahipken, diger iilkelerin tiretimi ise yaklasik %17 civarindadir.

2012 yilindaysa diinyadaki fiili bor madeni iiretimi yaklasik olarak 4 milyon ton
(B203 esdegerligi cinsinden 1,9 milyon ton) diizeylerindedir. Fiili bor iiretiminin B2O3
bazinda bolgesel dagilimini inceledigimizde; birinci sirada Tirkiye yaklasik olarak

%47 pay ile yer almistir. Bunu ABD, Giiney Amerika ve Asya takip etmistir.

Diinya bor rezervlerinin dagilimi Sekil 1.1°de, diinya fiili bor tiretiminin bolgesel
bazda dagilimi ise Sekil 1.2°de detayli bir sekilde gosterilmistir (Tombal ve ark.,
2016).
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Sekil 1.2. Diinya fiili bor tiretiminin bolgesel bazda dagilimi
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1.1.4. Bor’un kullanim alanlar1

Kullanim alanlar1 giinden giine artan bor mineralleri ve iriinlerinin ticari
onemleri genis ve c¢esitli alanlarda karsimiza ¢ikmaktadir. Bor dogrudan mineral
olarak sadece %10’a yakin bir bolimii kullanilmakta, diger kismindan bor {riinleri

elde etmede yararlanilmaktadir (Maden Tetkik ve Arama Genel Midiirliigii, 2021).

Tiirkiye’de hava ve askeri araclar, nanoteknolojiler, uzay araglari, polimerik
malzemeler, iletisim sektorii, niikleer uygulamalar, enerji sektorii, yakitlar, metaliirji
gibi birgok sektorde bor iirlinlerinin kullaniminin artirilmas: istenmektedir ve buna

yonelik ¢aligmalar planlanmaktadir.

Borun insaat sektoriindeki kullanimina bakarsak; bor triinleri iilkemizde tekstil
cam elyafi liretiminde kullanilmakta ve ayrica seliilozik izolasyon malzemeleri, ¢ati
kaplama malzemeleri olarak da kullanilmaktadir. Atik gazete kagitlari, pamuk ve
benzeri maddelerin basit yontemler kullanilarak bor firiinleri ile islenmesiyle elde
edilen seliilozik izolasyon malzemelerinin ABD ve 06zellikle Kuzey Avrupa’daki

Iskandinav iilkelerinde kullanimina sik¢a rastlanmaktadir.

Tarim alaninda ise bor bitkiler i¢in mikro besleyici 6zellige sahiptir. Bor
takviyesi, meyve ve sebzelerde bitkilerin gelisimi, optimum kalitede ve miktardaki
iriin i¢in 6nem arz etmektedir. Bu amagla kullanilacak farkli boyutlardaki bor
kristallerinin suda ¢oziiniirliigii yiikksek ve bor igerigi bakimimdan zengin olmalidir.
(Ustiindag ve ark., 2014 ve Yakinci ve Kok, 2016)
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Bunlarin yani sira bor, ahsap malzemenin emprenye edilmesi ile hem ahsabin
boceklenme vb. etkenleri Onleyerek ahsabin Omriinii uzatmakta, hem de tutusma
sicakligi geciktirilebilmektedir. Cesitli suda ¢oziinen veya ¢oziinmeyen bor bilesikleri
ve karigimlarint bu amag¢ dogrultusunda kullanmak miimkiin olmakla beraber,

tilkemizde bu tiriinlerin imalati i¢in uygun kosullar hentiz yoktur.

Bor kullaniminin en yaygimn oldugu endiistrilerden birisi de cam sanayiidir.
Diinya c¢apinda toplam bor kullanim yiizdesinin yaklasik %42’si cam endiistrisi
tarafindan yapilmaktadir. Boroksit; borosilikat camlar, tekstil ve yalitim cam elyafinin
onemli bir bilesenidir. Cam endiistrisinde bor bilesiklerinin temel tiiketimi bu ti¢ tiriin
tarafindan yapilmaktadir. Ayrica ¢ok kuvvetli bir cam yapici 6zellik gosteren boroksit
kristallenmeyi onler. Genlesmeyi diigsiirmesi sayesinde 1sil soklara dayanim giiciinii

arttirir.

Borun kullanildig: bir bagka endiistri ise temizletme ve beyazlatma endiistrisidir.
Son donemde kullandigimiz deterjanlar bir¢ok farkli maddenin bir araya gelmesinden
olusur. Genel olarak bor, giiclii bir beyazlatici 6zellik gostermektedir. Lekeleri
uzaklastirir, suyu yumusatir, pH’1 dengeler, yaglar1 pargalar, aktif oksijeni dengeler.
Ayrica bor, antibakteriyel dzellige sahiptir (Ediz ve Ozdag, 2001 ve Yakinci ve Kok,
2016).

Tekstil endiistrisinde bor, cam elyaf seklinde yanmay1 geciktirici 6zelliginden

nedeniyle sik¢a kullanilmaktadir. Bunun yani sira, kumas boyalarinda ve apreleme
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isleminde kullanilabilmektedir. Tekstil cam elyafinin en 6nemli 6zelligi dayaniklilik
giicliniin yliksek olmasidir. Darbeler, kimyasallar ve gerilmeler gibi kosullarda ytiksek
dayaniklilik saglar ve hafiftir. Bu 6zellikleri sebebiyle, kuvvetlendirici madde olarak
kompozit ve plastiklere eklenir. Kolemanit minerali alkali icermemektedir. Bu 6zellik
sayesinde diisiik alkali borosilikat cam (E-glass) yapiminda tercih sebebi olmaktadir.
Boroksit camin kararliligimi arttirmaktadir. Borik asit daha maliyetli oldugundan,
sodyum icermeyen kolemanit mineralinin kullanimi daha fazladir. E-glass ugak,

otomobil gibi farkli endiistrilerce sik¢a tercih edilmektedir.

Metaliirji endiistrisinde bor ve minerallerinden, erime sicakliginin azaltilmast,
firm tuglalarmin daha az asmmmasinin saglanmasi ve c¢eligi sertlestirmede gibi
sebeplerde yararlanilmaktadir. Bor, kaplama sanayinde lehimleme islemlerinde ve

kullanilan elektrolitlerin olusturulmasinda yer almaktadir (Yakinci ve Kok, 2016).

Niikleer endiistrisinde ise B® ve B! izotoplarin nétron absorblama tesir kesiti
yiikselmesi 6zelligi nedeniyle Bor izotoplari niikleer reaksiyonlarin denetlenmesine
yardimc1 olmaktadir. Baz1 tip reaktorlerde fazla reaktiviteyi onlemek amaciyla

sogutma suyuna borik asit ilave edilir (Ediz ve Ozdag, 2001 ve Yakinci ve Kok, 2016).

Ayrica bor; antibakteriyel ve dezenfektan ozelligi sayesinde tipta; ayrica dis
macunlarindan sampuanlara, parfiimlerden lens soliisyonlarina kadar genis bir aralikta
borun kullanimina rastlanmaktadir. Borun, Bor Notron Yakalama Terapisi’nde

(BNTC) kanser tedavisinde de kullanimi vardir. Kimya sanayinde de kullanimina
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rastladigimiz bor ve mineralleri, cesitli boyalarda, elektrolitik islemlerde ve korozyon

Onleyicilerin liretiminde karsimiza ¢ikmaktadir (Yakine1 ve Kok, 2016).

1.1.5. Bor’un canllar iizerindeki etKisi

Borik asidin hayvanlardaki letal dozu 1,2 ila 3,45 g/kg arasindadir. Bu doz
hayvanin cinsine gore degismektedir. Igme suyunda 2500 mg/L oraninda borik asit
bulunmasi hayvanlarin biiylimesinde problemlere neden oldugu i¢in zararhdir.
Alabaliklar tizerinde gergeklestirilen bir arastirma, 2000 mg/L kontastrasyonundaki
borik asit balik tizerinde herhangi bir zarari olmadiginin, ancak bu oranin 5000 mg/L

seviyesine ¢iktiginda ise baligin derisinde kararmaya sebep oldugu gostermistir.

Oral yol ile yiiksek doz (3000-4000 mg/kg), sicanlarda kisa siire igerisinde
depresyon ve titremeler yaratmaktadir ve ardindan hayvanin 6liimii gergeklesmektedir.

Ayrica; kopeklerde kusma, farelerde ishal gibi belirtilere rastlanmaktadir.

Bor ve bilesiklerinin viicuda giris yollari, solunum sistemi, sindirim sistemi veya
mukoz membranlar seklinde olmaktadir. Ancak borun viicuda girdigi yoldan bagimsiz
olarak, viicuttaki borun yaklasik olarak %85 ila 90’lik kismu ilk 24 saat igerisinde
herhangi bir degisiklige ugramadan idrar yoluyla viicuttan uzaklastirilir. C6ziinen bor
bilesikleri viicuda almmasmin ardindan, beyin omurilik sivisinin  (BOS)

konsantrasyonu artmakta ve en yiiksek konsantrasyonlari beyin, karaciger ve yag
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dokularinda goriilmektedir. Borun viicuttaki birikimi en fazla kemiklerde olmaktadir.

Atilimi ise gogunlukla iire, siit, ter ve diski ile olur.

Elimizdeki caligmalar, giinliik beslenmede normal seviyelerdeki maruziyet
kosullarinda, bor ve minerallerinin insan saglig: tizerinde olumsuz etkisi olmadigini
gostermekle beraber bu alanda yapilan ¢alismalarin sayis1 gorece azdir (Yakinct ve

Kok, 2016).

Calismalar borin toksik etkisinin ¢ok diisiik oldugunu gostermistir. Akut etki
ancak 2-5 gram borik asit veya 15-30 gram boraksin dogrudan alinimiyla ortaya
¢ikmaktadir. Kronik etki bakimindan, giinde 5 gram boraks veya 3 gram borik asit
maruziyetinin herhangi bir etkisinin olmadigi, 5-10 gram boraks maruziyetinin sadece
protein metabolizmasinda bir etki olusturdugu bulunmustur. Borun toksik etkisi
yetiskinlerdeki belirtileri genellikle bas agrisi, ishal, kusma, depresyon veya heyecan,
cocuklardaki belirtileriyse ¢ogunlukla beyin zari tahribatiyla ortaya ¢ikan havale,
koma gibi belirtiler seklinde goriilmektedir. Bor ile zehirlenmeye akla getiren
karakteristik 6zellik, parmak ug¢larinda goriilen pembe renktir. Bazi kaynaklar isgilerin
bor tozlarina maruz kalmasiyla beraber, sperm sayisinda azalma ve cinsel hayatlarinda
diisme oldugu one siirmiistiir. Bu kaynaklarda borun testis {izerindeki bahsedilen
etkisinin mekanizmasi agikliga kavusamamistir. Fakat bunlar haricinde diinyada ve
tilkemizde gergeklestirilen ¢ok sayida g¢alismada borun kisirliga neden olmadigi

sonucuna ulagilmistir (Demirtag, 2010).

Insanlar i¢in borun ana kayna@i bitkisel {iriinlerdir Bor, hormonal
metabolizmada, enzim reaksiyonlarinda ve hiicre zar1 fonksiyonunda énemli rol alan

eser bir elementtir. Ayrica kalp rahatsizligi, osteoporoz, felg, yaslhilig: ve diyabeti de
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etkiledigi bilinmektedir. Bor kalsiyum ve kemik metabolizmasinda rol alir. Deneysel

caligmalar, prostat kanserine kars1 borun koruyucu 6zelliklere sahip oldugunu ortaya

cikarmistir (Aydin ve ark., 2018; Demirtas, 2010 ve Ustiindag ve ark., 2014).

Sikca tiiketilen bazi besinlerdeki bor miktarlar1 Cizelge 1.5’te verilmistir (Hunt

ve ark., 1991).

Cizelge 1.5. Sikga olarak tiiketilen bazi besinlerin bor igerikleri

Besinler Bor Konsantrasyonu (ug/g)
Elma 2,73
Kiraz 1,47
Seftali 1,87
Armut 1,22
Elma suyu 1,88
Uziim suyu 2,02
Portakal suyu 0,41
Kuru erik 27
Kuru liziim 25
Taze fasulye 0,46
Brokoli 1,85
Salatalik 0,0015
Havug 0,75
Findik 16
Fistik 18

Canlilarin yasamlarinda esansiyel bir element olan bor yapilmaya devam edilen

bilimsel aragtirmalar neticesinde; insan sagligina sagladigi katkilarla beraber saglik

sektoriinde artan bir éneme sahiptir. Diinya Saghk Orgiitii’niin (WHO) yaptig
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aciklamada beslenme yolu ile yetiskin saglikli bireylerin 1-13 mg bor tiiketebilecegini
sOylemistir. Bor bilesiklerinin benzersiz 6zellikleri sayesinde yerinin doldurulmasi

neredeyse imkansizdir (Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii, 2021).

1.2. Sitotoksisite, Notral Kirmizi Gerialma (Neutral Red Uptake,
NRU) Testi

Sitotoksik anlam olarak, hiicre 6liimiine sebebiyet veren demektir. Herhangi bir
maddenin, sitotoksik olup olmadigini anlamak yani potansiyelinin olup olmadiginin
ortaya ¢ikarmak amaciyla sitotoksisite arastirmalar yapilir. Hiicre temelli sitotoksisite
caligmalari, hayvan deneylerine alternatif olarak dogmustur. Uygulamasinin kolay
olmasi, in vivo ¢alismalardan ¢ikan verilerle uyumlu sonuglar alinmasi sebebiyle

laboratuvarlarda sik¢a segilir bir konuma gelmistir.

Arastirilan maddenin maruziyet siiresine ve dozuna bagli olarak hiicrelerdeki
sitotoksik hasarin dereceleri farklilagmaktadir. Bir hiicrenin sitotoksik bir maddeyle
maruz kalmasi sonrasinda apoptoz, nekroz ve otofaji gibi sonuglar dogabilmektedir.
Bunlarin ardindan hiicre o6liimii gézlemlenebilmekte ya da sitostazis nedeniyle
cogalma Ozelliklerini Yyitirebilmektedir. Deneysel olarak hiicrelerin etkenlere
maruziyetleri, maruziyet sonrasindaki canliliklarinin oranlarinin  belirlenmesi
calismalardaki onem arz eden noktadir. Sitotoksisite belirleme metotlar1 farklilik
gostermekle birlikte genel olarak liiminesans, kolorimetrik ve enzimatik tekniklerdir
(Tokur ve Aksoy, 2017).
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Notral Kirmizist Gerialimi sitotoksisite deneyi kolorometrik bir yontemdir.
Katyonik siipravital bir boya olan nétral kirmizisinin, kimyasal adiyla 3-amino-7-
dimetilamino-2metil fenozin hidroklorid, lizozomlarda birikir, elektrostatik olarak
lizozomal matriskteki anyonik bolgelere afinite gosterir ve testin prensibi canl
hiicrelerce alimimndan ileri gelmektedir. Hiicre yiizeyinde veya hassas lizozomal
membrandaki hasar, nétral kirmizisinin alimini ve baglanmasini azalmasina neden
olarak saglam veya canli hiicrelerle hasarli veya 6lii hiicreleri birbirinden ayrilmasini
saglamaktadir. Notral kirmizist boyasi lizozomlarda biriktigi zaman hiicreler canli,
hasar gérmemis demektir. No6tral kirmizisi alimu sitotoksisite deneyi, oldukga giivenilir

bir test yontemidir (Erkekoglu ve Baydar, 2021).

NRU yontemi, belirli bir maddenin varliginda bir boyanin hiicresel alimini
degerlendiren hiicre tabanli bir yaklasimdir. Yontem, bazal sitotoksisiteyi
degerlendirmek i¢in kullanilir. Bu tiir toksisiteyi degerlendiren analizler, kimyasallarin
tiim hiicreler icin evrensel olan yapilar1 ve islevleri (6rnegin; hiicre zar1 biitiinliigii,
enerji Uiretimi ve metabolizmasi, molekiillerin taginmasi, molekiillerin salgilanmasi)
bozarak nasil etki gosterdigine bakar. Bu, kimyasallarin spesifik molekiiler hedefler
(reseptorler, iyon kanallar1 vb. gibi) iizerindeki etkilerini degerlendiren analizlere

karsilik gelir.

NRU yontemi spesifik olarak bazal sitotoksisiteyi hedefler ¢iinkii fibroblast
hiicreleri bu spesifik molekiiler hedeflerle ilgili herhangi bir mekanizmasi
bulunmamaktadir ve ayrica faz I ve II metabolizmas1 agisindan herhangi bir metabolik

kapasitesi yoktur bir diger deyisle yani ana bilesikleri metabolize edemezler.
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Bazal sitotoksisite deneyleri, IC50 degerleri aracilifiyla sitotoksisiteyi dlger -
hiicre kiiltiiriinde hiicre canliligini %50 azaltan test kimyasalinin konsantrasyonunu
bulmay1r saglar. Bu, spektrofotometre ile degerlendirilen boya alimimin

degerlendirilmesiyle 6l¢iiliir (Eu Science Hub, 2021).

1.3. Genotoksisite, Komet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

1.3.1. Komet Testi’nin Onemi

Nesilden nesile genetik bilgiyi tasiyarak bilgi aktarilmasimi saglayan DNA,
kolaylikla hasar alabilen bir molekiildiir. Hasar, normal DNA'nin yapisindaki kimyasal
ve fiziksel degisimlerdir. DNA iizerinde olusan bu hasarlarin baslicalari; oksidatif
DNA baz hasari, tek ve ¢ift sarmal kiriklar, DNA-DNA, 1 DNA-protein ve DNA-ilag
caprazlagsmalar1 ve DNA’da olugan mutasyonlar gibi bir takim yapisal bozulmalardir.
Olusan her hasar DNA iizerinde kalict bir etki olusturmayabilir, DNA onarim
sistemleri tarafindan onarilabilmektedir. Ancak onarim sistemlerinin yetersiz kaldigi
veya hasarin fazla oldugu durumlarda DNA’daki hasar hiicreyi o6lime kadar

gotiirebilen etkilere neden olur (Fidan, 2008).

Bugiine kadar DNA’da olusan hasarin belirlenmesi ile ilgili ¢ok sayida
yontemler kullanilmigtir. Bu tekniklerinin ¢ogunun calisma siireleri uzun ve pahali
yontemlerdir. Zaman zaman da bazi tiniversitelerin veya laboratuvarin sahip olmadigi

radyoaktif ¢alismalar1 igermektedir ve hatta calismalarin neticesinde istenilen basariya
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ulagilamamasi bu alanda g¢alisma yapilmasimi giic bir durum haline getirmistir

(Dikilitas ve Kogyigit, 2010).

Yakin zamanlarda gelistirilen ve DNA sarmal kiriklarinin tespitinde kullanilan
“Single Cell Gel Electrophoresis” (SCGE) teknigi ucuz, hassas ve hizli bir yontemdir.
SCGE teknigi farkli isimlerle anilmaktadir, bunlar “Comet Assay” ya da “Microgel
Electrophoretic Technique” seklindedir (Fidan, 2008).

Komet yontemi, Japonya Alternatif Metotlar Validasyon Merkezi (JaCVAM) ve
Avrupa Alternatif Metotlar Validasyon Merkezi (ECVAM) tarafindan yapilan
calismalar sonucunda, in vitro memeli hiicrelerinde OECD tarafindan 2014 yilinda
valida bir yontem (test no:489) olarak kabul edilmistir (Organisation For Economic

Co-Operation and Development, 2016)

1.3.2. Komet Testi’nin Prensibi

Komet testinin prensibi ana hatlariyla, canli dokulardan izolasyonu saglanan
cekirdek igindeki DNA, agaroz jel igine yerlestirilir ve elektroforetik ortamda
yiriitiilmesi saglanir. Eger DNA’da tek veya ¢ift zincir kirilmalart mevcut ise ve tamir
mekanizmalar: ile tamir edilememisse, kirilmis DNA molekiilleri farkli elektrik
yiikiine ve molekiil agirligina sahip olurlar. Bu nedenle, DNA molekiilleri
elektroforetik ortamda girdiginde go¢ etmeleri farkli derecelerde olur. Ethidium

bromide gibi spesifik boyalarla boyanan DNA, floresan mikroskop ile incelenir.
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DNA’daki hasarin boyutuna gore degisen goriintiiler olusmaktadir. Bunlar, dairesel
form olabilecegi gibi kuyruklu yildiza benzer bir form da olabilmektedir. Bu nedenle
yontem igin Ingilizce’de kuyruklu yildiz anlamina gelen “Comet Assay” acdh

verilmistir.

Komet testi veya SCGE teknigi 1984 yilinda Ostling ve Johansson tarafindan

temelleri atilmistir. Ardindan farkli arastirmacilarin dokunuslariyla giiniimiize kadar

modifikasyonlar gecirmis ve yeni teknikler ile birlikte sunulmustur (Dikilitas ve
Kogyigit, 2010).

Sekil 1.3. Floresan mikroskop altinda farkli derecelerdeki DNA hasarininin goriintiisii
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DNA’da olusan kirilmalar1 ayni sartlar altinda incelemek miimkiin degildir. Cift
sarmal kirilmalarin belirlenmesi i¢in nétral kosullar gerekirken, tek sarmal kirilmalarin
tespitinde bu kosullar kullanilamamaktadir. Halbuki DNA'da hasar olusturan ajanlarin
¢ogu, DNA {izerinde tek sarmalda hasar olusturmaktadir. Bunun yan: sira notral
kosullarda proteinleri uzaklastirmak tam olarak miimkiin olmamaktadir. Saydigimiz
bu nedenlerden dolay1, Singh ve arkadaslari 1988'de pH’nin 13 iizeri oldugu ortamda
yani alkali kosullar altinda, DNA’daki tek sarmal kirilmalarinin belirlenmesini
mimkiin kilan komet teknigi olusturulmustur. Bu teknikte, proteinlerin %95'inden
fazlasini yok edilmesini saglayan daha giiglii lizis sartlart vardir. Alkali elektroforez
uygulamast ile tek zincir kiriklarmin ve alkali hareketli bolgelerin duyarl: ve basit bir
sekilde tespiti saglanmistir. Genotoksik ajanlarin birgogunun, alkali hareketli bolgeler
ve/veya c¢ift zincir kiriklarindan ¢ok tek zincir kiriklar: olusturmasi sebebiyle metodun

bu yeni versiyonun kullanimi1 daha ¢ok onerilir duruma gelmistir (Fidan, 2008).

Yapilan arastirmalar neticesinde, nétral deney kosullarinin denatiirasyonu
hizlandirmadigi ve bu kosullarin sadece ¢ift sarmal hasarinin belirlenmesine neden
oldugu gozlenmistir. Bu durum genotoksisite hakkinda elde edilen sonuglarda daha

hassas verilere ulasilmasina yol agmistir (Basaran, 2002).

Diger arastirmacilarin da yaptig1 katkilar sayesinde komet kuyruk mesafeleri ve

komet uzunlugu gibi ek parametrelerde ve goriintii analizlerinde iyilesme saglanmistir.

Oncelikle bu metot alkali sartlarda uygulandig: icin alkali tek hiicre jel
elektroforez ya da alkali komet analizi seklinde anilmistir. Ancak son zamanlarda,
Notr gevseme/Notr elektroforez ve Alkali gevseme/Notr elektroforez seklinde de

uygulama yapilmaya baslanmigtir. Sadece mutajenik veya genotoksik maddelerin
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olusturdugu hasara yonelik degil, ayn1 zamanda DNA {izerinde oksidatif stresin de
hasar olusturmasindan nedeniyle, oksidatif stres alaninda da yer alabilecek 6nemli bir

yontemdir (Dikilitas ve Kogyigit, 2010).
- -
-

Sekil 1.4. Komet analiz yontemi ile elektroforetik ortamda agaroz jel lizerinde gog
eden farkli seviyelerde hasara ugramis DNA’larin goriintiileri. 0- Hasarsiz DNA; I-
Cok az hasarlanmigs DNA; II-Az hasarlanmis DNA; IlI-hasarlanmis DNA; IV-
tiimiiyle hasarlanmis DNA.

Komet yonemi ile farkli pH derecelerinde tespit edilebilen DNA hasar tipleri

Cizelge 1.6’da gosterilmistir.

Cizelge 1.6. Komet yonemi ile farkli pH’larda tayin edilebilen DNA hasar tipleri

pH: 7-8 pH: 10-12 pH>13
Cift sarmal kiriklar1 Cift sarmal kiriklari Cift sarmal kiriklari
Capraz baglar Tek sarmal kiriklari Tek sarmal kiriklari
Eksizyon tamir bolgeleri Eksizyon tamir bolgeleri
Capraz baglar Capraz baglar
Alkali ortamda agiga ¢ikan hasarlar
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1.3.3.  Komet Testi’nin Kullanim Alanlar:

Canlilardaki genetik bilgilerin tamamint tasiyan DNA’da olusan negatif
degisiklikler, sonraki nesillere aktarilan genetik bilginin degismesine neden
olabilmektedir. Komet testi baslica, ¢evre saghgmi tespitinde kullanilmaktadir.
Ozellikle, kimyasal atiklar, trafik, zehirli gazlar, fabrika artiklar1 vb. gibi pek ¢ok
konunun DNA {izerine hasar verdigi bilinmektedir. Fakat, bu etkilerin molekiiler
boyuttaki etkilerinin ve sebep olduklar1 hasar derecelerinin daha iyi analiz edilmesi

gerekmektedir.

Bir diger kullanim alani ise pestisit ¢aligmalaridir. Bir¢ok konuda fayda saglayan
pestisitler, bilingsiz veya asir1 kullanimi yiiziinden gevre, insan ve hedef dahilinde
olmayan organizmalar {izerindeki istenmeyen olumsuz etkileri dikkatimizi
¢ekmektedir. Ek olarak, pestisitlerin uygun kullanim periyotlarinda ve dogru miktar
sinirlarinda  kullanildiginda zarar olusturmadigi bilinmektedir. Buna ragmen
pestisitlerin uzun siireli kullanimlarinda canli organizmada DNA hasarina neden
oldugu ve bunun sonucunda metabolizmada degisikliklere sebep oldugu
diistiniilmektedir. Bu gibi durumlar komet testi ile hizli ve hassas bir sekilde tespit
edilebilmektedir (Fidan, 2008).
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Komet 6lgiimii insan ¢alismalarinda kullanilabilecek en uygun testlerdendir.
Ciinkii radyoaktif maddelerle isaretleme gibi zararli islemleri icermez ve kolaylikla

goriinebilir hiicrelere uygulanabilir (Collins ve ark., 1997).

Bunlarin diginda; ekotoksikoloji, beslenme, genotoksisite biyoizlemesi, hipoksi
tayini, insan epidemiyolojisi alaninda Klinik, ¢evresel ve mesleksel maruziyetlerde
DNA hasarinin belirlenmesi veya kontrol ile maruziyeti olan gruplar arasindaki DNA
onarim farkliliginin degerlendirilmesi gibi alanlarda kullanilmaktadir (Goney, 2016;

Turna ve Yavuz, 2016 ve Uzen ve ark., 2019).

1.4. Apoptozis, Muse® Annexin&Dead Cell Assay Kiti ile Apoptoz
Tayini

Cok hiicreli canlilarda, hiicre 6liimlerinin dengelenmesi igin hiicre boliinmesiyle
beraber hiicre sayisi artirilir. Sayet canli organizmada bir hiicreye artik gereksinim
yoksa, hiicre igindeki ulak sistemlerin aktif edilmesiyle beraber o hiicrenin intihar
stireci baglatilmis olmaktadir. Programli hiicre 6liimleriyle gerceklesen bu siirece
olaya Yunanca’da yaprak dokiimii anlamina gelen apoptoz denmektedir. Embriyonik
gelisme doneminde gergeklesen hiicre Oliimleri, canlilarda basarili bir organ
gelisiminin saglanabilmesi agisindan 6nemlidir. Apoptoz fizyolojik bir siirectir ve
dokularda hiicre sayisinin korunmasi, gelisim ve yaslanma gibi hemostatik
mekanizmalarin saglanmasinda goérevlidir. Bunun yani sira hiicreler, zararli ajanlar
tarafindan veya hastalik nedeniyle hasarlandiginda veya immiin sistem
reaksiyonlarinda koruyucu bir mekanizma olarak ortaya ¢ikmaktadir (Gtiles ve Eren,
2018).
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Apoptoz instrinsik veya ekstrinsik olmak tizere iki yolla gergeklesmektedir.
Ekstrinsik yol, direkt veya dolayli mekanizma seklinde kendi i¢inde iki yola
ayrilmaktadir. Apoptoz stirecini harekete geciren farkli hiicre i¢i sinyaller vardir; pH
azalisi, hiicre icindeki Ca?* seviyelerinin artis1, DNA hasari, metabolik ve/veya hiicre
siklus bozukluklart ve hipoksidir. Hiicre dis1 sinyallerse; iireme ve biiyiime
faktorlerinin az olmasi, 6liim reseptorlerinin aktive olmasi (FAS — FAS ligand veya
TNF aracili apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler (Toksinler, UV, iskemi,
kemoterap6tik maddeler, radyasyon) olarak sayilmaktadir. Kaspazlar, her iki sinyal
yolaginda da gorev almaktadir. Hiicre igi sinyaller instrinsik apoptoz yolaginin
devreye sokulmasini saglarken, hiicre dis1 sinyaller ekstrinsik yolak {izerinden

apoptozu indiikler (Coskun ve Ozgiir, 2011).

Apoptotik hiicre sayisinin, yasayabilir hiicre sayisina boliinmesiyle apoptotik
indeks belirlenmektedir. Bunun i¢in dncelikli olarak apoptozun hiicrelerde goriiniir
hale getirilip belirlenmesi gerekmektedir. Bu amag dogrultusunda cesitli biyokimyasal

ve morfolojik teknikler gelistirilmistir (Giiles ve Eren, 2018).
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o /Nh;mbran blepleri
Normal hicre
Hicre bazusmesi
Kromatin kondansasyonu

Apoptotik cisimeik %

olusumu
; Niikleer
oplohk \/ kollaps

cisimciklerin
lizisi

Sekil 1.5. Apoptoza ugrayacak hedef hiicrede goriilen morfolojik degisimler

Nekroz da hiicre 6liim sekli olmaklar beraber apoptoza alternatiftir. Akut doku

hasar1 ve iskemiye kars1 bir mekanizma olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Hiicrede iyon

pompast yetersizligi ve hiicre igerisindeki enerji kaybi, hiicreye osmozla su girmesine

neden olur ve hiicre patlar. Hiicre membranin biitinliigii bozulur ve DNA’nin

pargalanmasi rastgele, diizensiz bir sekilde olur, hiicrenin mitokondrisi siser. Apoptoz

goriilmeyen ancak nekrozda goriilen bir 6zellik olarak inflamasyon belirteglerinin

pozitifleserek yiikselmesiyle hiicre tarafindan siddetli iflamatuvar yanit verilmektedir

(Giiltekin ve ark, 2008).

Apoptoz ve nekrozun karsilastirmasi Cizelge 1.7°de detayli olarak verilmistir.

Cizelge 1.7. Apoptoz ve nektroz karsilastirmasi (Coskun ve Ozgiir, 2011)

Apoptoz Nekroz
Yol Agan Nedenler Biiyiime faktorii eksikligi, Iskemi,
Hiicre yaglanmast , Hipertermi,
HIV, Hipoksi,
Kanser ilaglari, Litik viral enfeksiyon,
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Radyasyon, Toksik maddeler,
Oliim reseptérlerinin Agir metaller,
aktivasyonu, Siddetli oksidatif stress
Sitotoksik T lenfositler
Morfolojik Ozellikleri Hiicre membrani saglamdir. Hiicre membrani biitlinliigi
Hiicre kiigiiliir. kaybolur.
Blebler olusur. Hiicre siger.
Kromatin kondensasyonu Biiyiik vakuoller olusur.
gergeklesir. Organellerin pargalanir.
Organeller saglamdir. Hiicre lizisi gerceklesir.
Apoptotik cisimcikler olusur. Fosfatidilserin Tanslokasyonu
Erken evrede fosfatidil serin yoktur.
translokasyonu gdzlenir
Biyokimyasal 6zellikleri Programlidir. Iyon dengesi bozulur.
ATP gerektirir. ATP gerekmez.
DNA kiriklart merdiven seklini DNA rastgele pargalanir (Jel
alir (jel elektroforezinde ladder). elektroforezinde smear).
Diger ozellikleri Hiicreler tek tek veya birkagi Hiicreler gruplar halinde dliir.
birarada 6liir. Patolojik etkiler sonucu
Fizyolojik sartlarda da gerceklesir.
gergeklesebilir. Lizozomal enzimler salinir.
Makrofajlar tarafindan fagosite Inflamasyona neden olur.
edilirler.
Inflamasyon gériilmez.

Bu calismada apoptoz tayini i¢cin Muse®Annexin&Dead Cell Assay Kiti

kullanilmastir.

141. Muse®Annexin&Dead Cell Assay Kiti ile Apoptoz Tayini Prensibi

Saglikli hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmaya bakan tarafinda membran lipidi
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Bir hiicre apoptoza yolagina girerse, normal
kosullarda i¢ yiizeyde lokalize olan fosfatidilserinler hiicre zarinin dis yiizeyine gecis
yaparlar. Bu yer degisim hareketi, apoptotik yolagin erken donemlerinde
gerceklesmektedir ve hiicre membran biitiinliigiinii sabit kalmaktadir. Anneksin V
proteini dis ytizeydeki fosfatidilserine baglanabilen bir proteindir ve floresan maddeler
(6rnegin; FITC) sayesinde isaretlenerck apoptozis siiregleri baslayan hiicre goriiniir
hale getirilebilir. FITC-Anneksin-V kompleksinin hiicre zarinin yiizeyindeki
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fosfatidilserine baglanma orani flow sitometri cihazi ile tespit edilebilmektedir.
Apoptotik hiicrelerin yani sira nekrotik hiicrelerde de Anneksin-V baglanmasi
olusabilmektedir. Bunun ayrimini saglamak igin ikinci boya propidyum iyodiir
katilmaktadir. Annexin V-FITC (green fluorescence) ve non-vital boya propidium
iodide (red fluorescence) ile ayni anda boyanan hiicreler; canli hiicreler (FITCPI-),
erken apoptotik hiicreler (FITC+PI-) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler
(FITC+PI+) seklinde birbirinden ayirt edilmesine olanak tanir (Giiles ve Eren, 2008).

1.5. Hiicre Kiiltiirii

Harisson tarafindan 1907 yilinda hayvan hiicrelerinin canli viicudunun digindaki
ortamda incelenebilmesi amaciyla hiicre kiiltiirii kesfedilmistir (Kogakli ve ark.,
2015). Cok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, laboratuvar ortaminda nem, besin, 1s1
gibi ortam parametrelerinin kontrol edilerek kontaminasyondan uzak bir sekilde
yasatilmasina hiicre kiiltlirii denmektedir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalairnin tercihinde
bir¢ok faktor vardir. Bu faktorlerden bazilari; insan dahil herhangi bir canlidan alinan
hiicrelerin yapay bir ortamda yasatilabilmesi, herhangi bir organdan yada dokudan
alinan hiicrelerin kullanilabilmesi ve ¢ogu etik kaygiy1 gidermesidir (Tokur ve Aksoy,
2017). Viicut disindaki bir ortamda hiicrenin kiiltiire edilmesi viicudun homeostazisi
sebebiyle ortaya ¢ikacak sistemik degisikliklere neden olmasindan ve bunlarin ¢aligma
tizerinde olumsuz etkilerin olmasi hiicre kiiltliriiniin negatif yonii olarak
nitelendirebilir (Kogakli ve ark., 2015).

Bu amagla insan, maymun, fare tavsan gibi ¢esitli canlilarin; bobrek, tiimér,

amniyon zarlari, akciger gibi tiirli dokular kullanilmaktadir. 6nce pargalanarak tek
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tek hiicrelerine ayrilirlar. Ayrilan bu hiicreler gesitli tampon maddeleri, aminoasitler,
tuzlar, vitaminler, at veya dana serumu igeren besleyici sivilarda siispansiyonu
sonucunda steril kaplara koyulur. 36 °C’de bekletilen hiicre siispansiyondaki hiicreler
kabin ¢eperine yapisarak {iirerler. Bu olayin sonucunda hiicre kiiltiirii olusmaktadir

(Candan, 2006 ve Freshney, 2015).

Hiicre kiiltiirti ile yapilan ¢alismalarda iki tiir hiicre kullanilmaktadir. Bunlar
primer hiicre ve devamli hiicre hatlaridir. Doku ve organlardan elde edilen hiicrelerin
24 saatten daha fazla siire kiiltiir edilmesi sonucu primer hiicre kiiltiirleri elde edilir.
Ornek olarak vaskiiler diiz kas hiicreleri ve dis eti ve pulpafibroblastlar1 verilebilir.
Primer hiicrelerin transformasyona ugramasi sonucunda siiresiz ¢ogalabilme
Ozelligine sahip olmalariyla beraber devamli hiicre hatlar1 olusmaktadir. Caligmalarda
cogunlukla tercih edilen devamli hiicre hatlarina 6rnek olarak fare fibroblastlar1 (L-
929, 3T3) veya insan epitelyal hiicreleri (HeLa) verilebilir (Tuncer ve Demirci, 2011).
Asagidaki tabloda primer hiicre kiiltlirii ile devamli hiicre hattinin avantaj ve

dezavantajlart verilmistir.

Cizelge 1.8. Primer hiicre kiiltiirli ve devamli hiicre hattinin avantaj ve dezavantajlar
(Tuncer ve Demirci, 2011)

AVANTAJ DEZAVANTAJ

Siiresiz ¢ogalabilme 6zelligine | Insandan izole edilmesi ve

. . . . sahiptir. kiiltiiriiniin yapilmasi zordur.
PRIMER HUCRE KULTURU
Baska kiiltiirlere ekilip Stabil fenotipe sahip degildir.
cogaltilabilir.
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DEVAMLI HUCRE Kolaylikla ¢cogaltilabilirler. In vivo dzelliklerinin tiimiinii

L . o koruyamazlar.
HATTI Daha stabil bir fenotipe sahiptir.

Hiicre kiiltlirti calismalarinin sik sik tercih edildigi alanlar as1 ¢alismalari, kanser
arastirmalari, ilag gelistirilmesi ve in vitro sitotoksisite ¢aligmalaridir (Gilbert ve

Boutros, 2016).

Memelilerin erkek iireme organlar testis, epididimis, vas deferens, aksesuar
bezler (seminal vezikiiller ve prostat) ve penistir. Testislerin baslica gorevi
spermatozoon iiretmek, beslemek ve gecici olarak depolamaktir. Testislerde testikiiler
lobiiller denilen yaklasik 250 adet piramidal bolme vardir. Her bolmede gevsek bag
dokusu ile sarili 1-4 seminifer tiibiil bulunur. Bu bag dokusu bol miktarda lenf ve kan
damari, sinirlerden ve steroid yapida bir hormon olan testesteron salgilanmasindan
sorumlu olan Leydig hiicrelerinden olusur (Jangueria ve ark, 1998 ve Jiang ve ark,
2014). Seminifer tiibiillerin gorevi erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlari
tiretmektir. Testiste yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur (Ross ve ark, 2006).
Seminifer tiibiil epiteli iki hiicre tipinden meydana gelir. Bunlar Sertoli hiicreleri ve
spermatogenik seriyi olusturan hiicreler olan spermatogonyumlar, spermatositler ve
spermatidlerdir. Sertoli hiicreleri insanda ve diger hayvanlarda {ireme periyodu
boyunca boliinme gegirmezler. Bunlar 6zellikle enfeksiyon, kotii beslenme, radyasyon
gibi olumsuz kosullara karsi olduk¢a dayaniklidirlar ve bu zararh etkiler karsisinda

spermatogenik seri hiicrelerine gore ¢cok daha direnglidirler.
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Sertoli hiicrelerinin, gelisen spermatozoolarin desteklenmesi, korunmasi (kan-
testis bariyeri) ve beslenmesinin ayarlanmasi, spermiyogenez sirasinda olusan artik
cisimlerin fagositozunun saglanmasi, seminifer tiibiillere genital kanallar yoniinde
akan ve sperm transportu i¢in kullanilan bir s1vi salgilanmasi, seminifer tiibiiller iginde
spermatogenez icin gerekli olan testosteronun yogunlagmasini saglayan androjen
baglayici protein (ABP) salgilanmasi, FSH sentez ve salinmasini engelleyen inhibin
ad1 verilen bir peptit salginmasi, embriyojenik gelisme sirasinda erkek fetusta Miiller
kanallarin gerilemesini saglayan bir glikoprotein olan Anti-Miilleriyen hormon
yapiminin saglanmasi gibi ¢cok Onemli foksiyonlari vardir. Sertoli hiicrelerinin
arasindaki siki baglantilarin olusturdugu kan-testis bariyeri, gelisen spermler ve
immiin sistem arasinda olusabilecek herhangi bir etkilesimi ortadan kaldirir. Sertoli
hiicre bariyeri boylece seminifer epiteli bir otoimmiin reaksiyondan korumus olur. Kan
ile seminifer tiibiillerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyerin bulunmasi, siv1 igine kandan
cok az maddenin gegmesini saglar. Bu durum erkek germ hiicrelerinin kandan gelen

zararl1 ajanlara karsi korunmasinda 6nemli rol oynar (Pelletier ve ark, 1997).

Spermatositler ve spermatidler, Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral
kenarlarindaki derin girintilerde yerlesmislerdir, detayli gosterim Sekil 1.6°da

gosterilmistir.
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Qltoplazmll\ Kopruler

Gec
Spermatidler

Sekonder
spermatositler

Gec spermatid|

Primer
spermatositler

Intertisvel hucreler

Sekil.1.6. Seminifer tiibiil epiteli: Sertoli ve spermatogenik seri hiicreleri ve
spermatogenez (Jangueria ve ark., 1998).

Sertoli hiicreleri ‘gap junction’ denilen birlesmelerle de iliski kurar ve bu yolla
hiicrelerin iyonik ve kimyasal alisverisi saglanir. Bu da seminifer epitelyum
dongiisiiniin koordinasyonunda 6nemlidir (Jangueria ve ark., 1998 ve Ross ve ark.,
2006). Yapilan ¢alismalar germinal hiicrelerle siki bir iliski igerisinde olan Sertoli
hiicrelerini hedef alan kemoterdpatik ajanlar, gossipol, ftalatlar, alkilfenoller,
pestisitler, agir metaller gibi toksikanlarin spermatogenezi ve germinal hiicreleri
olumsuz yonde etkiledigini gostermistir. Bu nedenle borik asitin genotoksik ve
apoptotik etkilerinin arastirilmasi i¢in Sertoli hiicreleri tercih edilmistir (Alves ve ark.,
2013 ve Bizzaro ve ark., 2003).

Borik asitin HSeC hiicre kiiltiirleri iizerindeki genotoksik etkilerinin ve
apoptoz/nekroz aragtirilmasi bor bilesiklerinin {ireme sistemi {izerine toksik etkilerinin

belirlenmesinde son derece 6nem arz etmektedir. Elde edecegimiz veriler borik asit ile
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ilgili yasal diizenlemelerin hazirlanmasinda saglik ve cevre otoritelerine yardimci

olacaktir.

1.6. Tezin Amaci ve Hedefi

Borik asit ve sodyum boratlar hayvan deneylerinde yiiksek dozlarda ortaya ¢ikan
tireme fonksiyonu iizerindeki toksik etkileri nedeniyle Avrupa Birligi, “General
classification and labeling requirements for dangerous substances and preparations
(67/548/EEC)” kapsaminda Kategori 2 altinda siniflandirmistir. Avrupa Birliginin bu
konudaki yonetmelikleri uyumlastirma kapsaminda CLP (Classification, Labeling and
Packaging) Maddelerin ve Karigimlarin Siniflandirilmasi, Etiketlenmesi ve
Ambalajlanmast yonetmeligine gore Kategori 1B altinda “Presumed human
reproductive toxicant” olarak siniflandirilmaktadir. Kategori 1A ve 1B altinda
siniflanmis olan kimyasal maddelerin kullaniminin izne tabi olmasi diinyadaki bor
rezervlerinin %75’ine sahip olan iilkemizin borik asit ve sodyum borat ihracatinda

onemli kurallar ve kisitlamalar ile karsilasmasina neden olmaktadir.

Yapacagimiz caligmada borik asitin farkli (hem diisiik hem de yiksek)
konsantrasyonlarinin (0,5, 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM) erkek iireme sisteminde
sperm Uretiminden sorumlu baglica organ olan testislerin Sertoli hiicreleri {izerine
herhangi bir etkisinin olup olmadiginin gésterilmesi amaglanmistir. Tezimizden elde
edilecek veriler, borik asit ve sodyum boratlarin kullaniminin kisitlanmasi siirecine
olumlu bilimsel destek saglayacaktir. Tiirkiye ve Cin’de yapilan epidemiyolojik

calismalar sonucunda insanlarin giinlik olarak maruz kalabilecekleri bor
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konsantrasyonlarinin iireme sistemi lizerine olumsuz bir etki olusturmayacagi
gosterilmistir. Calismamizda kullanilacak hiicre hattinin bor maruziyetinin hedef
aldig1 sistemlerden biri oldugu diisiiniilen iireme sisteminin baslica organlarindan biri

olan testislerin Sertoli hiicreleridir.

Insanlarin bora maruz kalabilecegi en yiiksek kan konsantrasyonu 10 uM olarak
bulunmustur (Yilmaz ve ark., 2016). Hiicre kiiltiirii ile ¢alismanin bir avantaj1 olarak
insanlarin gilinliik maruz kalabilecegi konsantrasyonlarin iizerine ¢ikilarak borik asit

etkileri incelenebilecek ve toksik etkilerin basladigi dozlar tespit edilecektir.

Bu amagla borik asitin HSeC hiicrelerinde hem diisiik hem de yiiksek

konsantrasyonlarda genotoksisite, sitotoksisite ve apoptoz/nekroz tayini yapilacaktir.

Oncelikle, Sertoli hiicrelerinde, Notral Kirmizi Gerialma testi yontemi
kullanilarak Borik asidin 0,5, 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarinda

sitotoksik etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi hedeflenmektedir.

Insan Sertoli hiicrelerinin borik asitin 0,5, 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 pM
konsantrasyonlarinda (hem diisiik hem de yiiksek dozlarda) hiicre 6liimiiniin sekli
Flow Sitometri yontemi kullanilarak apoptik veya nekrotik olarak ayrilacaktir. Bu
sayede borik asitin insanlarin maruz kalabilecegi konsantrasyonlarda ve bundan daha
yiiksek diizeylerde hiicre Oliimiine neden olup olmadiginin gdsterilebilmesi

hedeflenmektedir.

36



Ayrica, Borik asitin diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda (0,5, 5, 10, 50, 100,
500 ve 1000 uM) insan Sertoli hiicrelerindeki genotoksik etkilerinin komet testi

kullanilarak arastirilmasi hedeflenmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gere¢

2.1.1.  Kullanilan gerecler

- Fotal Calf Serum (Sigma, ABD)

- L-Glutamin-Penisilin-Streptomisin (Sigma, ABD)
- DMEM (Sigma, ABD)

- Tripsin-EDTA (Sigma, ABD)

- Metanol (Merck, Almanya)

- PBS (Fosfat tampon ¢ozeltisi) (Sigma, ABD)

- Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)

- Sodyum hidroksit (Merck, Almanya)

- Hidroklorik asit (Merck, Almanya)

- Sodyum kloriir (Amresco, ABD)

- Na2EDTA (Amresco, ABD)

- Tris.HCI (Amresco, ABD)

- Sodyum lauril sarkosinat (Amresco, ABD)

- Triton x-100 (Amresco, ABD)

- Etidium bromiir (Sigma, ABD)

- Hidrojen peroksit (Riedel-de Haen, ABD)

- Diisiik erime noktali agar (LMA) (Sigma, ABD)

- Normal erime noktali agar (NMA) (Amresco, ABD)
- Annexin V Kiti (Luminex Corporation, ABD).

- Notral Kirmizisi (Sigma, ABD)
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- Glasiyal asetik asit ¢ozeltisi (MERCK, ABD)
- Etanol (MERCK, ABD)

2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

- Karbondioksit inkiibatorii (Heal Force HF240, Cin)

- Santrifuj cihazi (Hettrich Rotina 90, Almanya)

- pH metre cihazi (WTW pH 330i, Almanya)

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

- Inverted Mikroskop (Micros MCX 7600, Avusturya)

- Fluoresan Mikroskop (komet testi yazilim programi-Comet Assay 1V ile)
- Multiplaka okuyucu (Thermo Scienific Mutiskan Co., Finlandiya)

- Plaka calkalayici (Heidolph Titramax 101, Almanya)

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

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

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

- Buz makinas1 (Hoshizaki, Avrupa)

- S1vi azot tanki (International Cryogenics, ABD)

- Vorteks (Niive NM 110, Tiirkiye)

- Muse Cell Analyser (Flow Cytometry, Akis Sitometrisi) (ABD)

2.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
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Lizing cozeltisi: 2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM Na:EDTA steril suda

¢oziilerek NaOH ile pH:10’a ayarlanir. %1 sodyum lauril sarkosinat ilave edilerek 1-
2 giin karistirilir. Deney giiniinde %1 triton ve %10 DMSO ilave edilerek +4 °C’de

sogutularak kullanilir.

Notralizasyon c¢ézeltisi: 0,4 M Tris tartilir ve steril suda ¢oziilerek pH:10’a

ayarlanir.

Alkali elektroforez cozeltisi: 1 mM NaEDTA ve 300 mM NaOH steril suda

¢oziilerek pH>13’e ayarlanir, deney giiniine kadar +4 °C’de saklanr.

Etidium bromiir ¢ozeltisi: 200 pg/mL stok ¢ozeltisi steril suda hazirlanir. Bu stok
cozeltiden boyama sirasinda 20 pg/mL hazirlanir, lam iizerine 60 pL damlatilip

tizerine lamel kapatilarak kullanilir.

Agar, diistik erime noktali (LMA): PBS igerisinde %0,75’lik ¢ozeltisi hazirlanir.

Deney giinii 37 °C’ye getirilerek kullanilir.

Agar, Normal erime noktali (NMA): PBS igerisinde %1°lik ¢ozeltisi hazirlanir.

Agar igerisine (sicak halde iken) lamlar daldirilip, arka yiizeyi silinerek kaplanir ve

kurutulur.
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DMEM besi yeri: DMEM igerisine %10 FCS, %]1 Penisilin-streptomisin ilave

edilir. +4 °C’de saklanir. Deney esnasinda 37 °C’ye getirilerek kullanilir.

Annexin V: Kit seklinde alinacak ve protokol uygulanacaktir.

Nétral Red Stok Cézeltisi: 0,4 g notral red boyast 100 mL steril su igerisinde

¢Oziilerek hazirlandi.

Notral Red Medyum: 1 mL NR stok ¢ozeltisi 79 mL DMEM (Streptomisin

/ Penisilin ¢ozeltisi ve fotal si8ir serumu igcermeyen) icerisinde ¢oziildii, 37°de 1 giin
bekletildi. Olusan NR kristallerini uzaklastirmak i¢in 3000 rpm de 5 dakika santrifiij
edildi.

Etanol / AsetikAsit Cozeltisi (NR Desorb): 1 mL glasiyal asetik asit ¢ozeltisi, 50

mL etanol, 49 mL steril su cam mezur igerisine deneyin yapildig1 giin hazirlandi ve
oda sicakliginda muhafaza edildi. Her bir kuyucukta 4000 hiicre/100 unL. DMEM
medyum (%210’luk) olacak sekilde ayarlandi. Notral Red Stok Cozeltisi: 0,4 g notral

red boyasi 100 mL steril su igerisinde ¢o6ziilerek hazirlandi.
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2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Cogaltilmasi

Siv1 azotta saklanan hiicreler ¢ikartildi. insan Sertoli hiicrelerinin besi yeri

ortami olarak DMEM medyum kullanildi.

HSeC hiicrelerinin cogaltilmasi:

- Sv1 azottan ¢ikarilan hiicrelerin 37 °C’de su banyosu yardimiyla hizlica

¢Oziinmesi saglandi.

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

- Ust faz pastdr pipeti yardimiyla steril kosullarda vakumla atildiktan sonra alt
fazdaki hiicrelerin {izerine 10 mL DMEM medyum ilave edildi. Hiicreler medyum
icerisine pipetle ¢ek-birak yontemi kullanilarak homojen olarak dagitildi. Hiicrelerin
hepsi alinip 25 cm?’lik flaskla inkiibatore kaldirildi (37°C, %5 COy2). Azottan gikan
hiicrelerin iirememe, ¢ogalmama olasiligina karsi pasajlama islemini birka¢ kez
tekrarladiktan sonra hiicrelerin diizenli ¢ogalip ¢ogalmadigi kontrol edildi. 3-4 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).

HSeC hiicrelerinin pasajlanmasi.:

- Flasktaki DMEM medyum aspire edildi.
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- 2 mL steril PBS (37 °C) ile yikandiktan sonra, PBS aspire edildi
-2mL EDTA (versene ¢ozeltisi) ilave edildi.
- 2 mL tripsin/EDTA (37°C) konulduktan sonra ve 37°C’de 4 dakika bekletildi

- 2 mL TNS (Tripsin nétralizasyon ¢ozeltisi) ilave edildi ve hafif¢e calkalandi

(tripsinin ¢aligmasini durdurmak i¢in).
- Bu 4 mL’lik hiicre suspansiyonu pastor pipet ile 15 mL’lik tiipe aktarildi.
- 1000 rpm oda sicakliginda 6-7 dakika santrifiij edildi.
- Tiipiin dibinde goriinen pellete dokunmadan {ist faz1 pastor pipet ile atildi.
- Pelletin iizerine bir miktar (yaklasik 2 mL) DMEM medyum ilave edildi.
- Pastor pipet ile ¢cek-birak seklinde karistirildi ve hiicre sayimi yapildi.

- Yeni pasaj i¢cin 5 mL DMEM medyum igerisinde 300 000 hiicre olacak sekilde

flaska konuldu.

Sekil 2.1. insan sertoli hiicrelerinin mikroskop altindaki gériintiisii

Hiicrelerin sayilmasi:
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Tezimizde kullanilan hiicrelerin canlilig1 ve sayimi, tripan mavisi boya atilim

yontemi kullanilarak belirlendi.

)
I\,
|

J =
=3
=

Sekil 2.2. TC 20 cihazi, kullanilan sayim lamlar1 ve tripan mavisi

Bu yontemde; hiicre silispansiyonu %0,4’liik tripan mavisiile 1:1 oraninda
karistirildiktan sonra, sayim lami {izerine yiiklenerek TC-20 cihazi ile hiicre sayimi

yapildi.

TC20™ Automated Cell Courter

Totalcount: 7.17x 1 os cells/mi
Live count: 7.06 x 10° celis/mi :

Live cells: 98%

January 28, 2019 - 11:46 AM

"‘ Select: $ @ ,‘

Tess Y Aform

Sekil 2.3. TC20 sayim cihazinda 1 mL siispansiyondaki canli hiicrelerin sayist ve
goriintimleri
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2.4. Borik Asit Maruziyeti

Insan sertoli hiicresine (HSeC) borik asitin hem diisiik hem yiiksek
konsatrasyonlarini igceren 6 farkli konsantrasyonu uygulandi. HSeC hiicrelerinde test
ettigimiz borik asit konsantrasyonlari, insanlarin maruz kalabilecegi en yiiksek kan
konsantrasyonu 10 pM g6z Oniine alinarak, insanlarin giinliik maruz kalabilecegi
konsantrasyonlarin iizerine ¢ikilmistir ve bu konsantrasyonlarda borik asitin etkileri

incelenebilecek ve toksik etkilerin basladigi dozlar tespit edilecektir.

Borik asit i¢in: 1000 uM’lik stok ¢ozeltisi steril suda ¢oziilerek hazirlandi. 0,22
uM filtreden gegirilerek sterilize edildi ve tim testler i¢in kullanilacak
konsantrasyonlar i¢in uygun miktarda seyreltme yapilarak 0,5, 5, 10, 50, 100, 500 ve
1000 uM konsantrasyonlardaki Borik asit ¢ozeltisi elde edildi.

2.5. Kirmizi Nétral Gerialma (NRU) Testinin Yapihisi

Hazirlanan borik asit 1000 uM’lik stok ¢ozeltisinden, insan Sertoli hiicreleri
0,5, 1,5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarinda maruz birakildi. Solvan

kontrol olarak % 0,1 steril su kullanildi.

45



1. Giin:
- 4000 hiicre/100 uL DMEM medyum olacak sekilde hiicreler plakalara ekildi.

- Ertesi gilin kullanilacak olan test kimyasallarinin hesaplamalar1 yapilarak %5

DMEM medyum ile tiim konsantrasyonlar elde edildi.

- Bu hazirlanan %5 DMEM medyum igerisindeki konsantrasyonlar maruziyetin

yapilacagi (sitotoksisitenin 2. Giinii) giin 37 °C’ye getirilerek kullanildi.

2. Giin:
1 2 3 4 5 5] 7 8 9 10 11 12

a | v | bes | 0,5 1 5 10 | 50 | 100 | 500 | 1000 ——
DMEM | DMEM P [ pM | pM | pM | pM | pM | pM | pM

] bos | bos | oy 0,5 1 5 10 | 50 | 100 | 500 | 1000 ——
DRAEN | DRAEM pM [ pM | pM | pM | pM | pM | pM | pM

o | bos | bes | o 0,5 1 5 10 | 50 | 100 | 500 | 1000 ——
DRAEN | DRAEM pM [ pM | pM | pM | pM | pM | pM | pM

o | pes | bes | o 0,5 1 5 10 | 50 [ 100 | 500 | 1000 ——
DMEM | DRMEM P [ pM | pM | M| pM | pM | pM | pM

. bog | bos | g 0,5 1 5 10 | 50 [ 100 | 500 | 1000 ——
DMEM | DRMEM P [ pM | pM | M| pM | pM | pM | pM

. bos | bos | o 0,5 1 5 10 | 50 [ 100 | 500 | 1000 ——
DMEM | DMEM P [ M| M| pM | pM | pM | pM | pM

G | bes | bes | o 0,5 1 5 10 | 50 [ 100 | 500 | 1000 ——
DMEM | DMEM P [ M| M| pM | pM | pM | pM | pM

| opes | s | gy 0,5 1 5 10 | 50 [ 100 | 500 | 1000 ——
DMEM | DMEM pM | pM | pM | pM | pM [ pM | pM [ M

Sekil 2.4. NRU yontemiyle sitotoksisite tayininde 96 kuyucukulu plaka sablonu. ( SK:
Solvan kontrol- Steril su)
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Borik asit steril su igerisinde ¢oziilerek hazirlandig1 i¢in solvan kontrol (SK)
olarak %0,1 steril su kullanildi. Borik asit 0,5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM

konsantrasyonlarda 96’lik plakanin 4-11. siitunlarina uygulanda.

- Kuyucuklar igerisindeki %10 DMEM medyumlar1 aspire edildi. Plakanin 1. ve
12. siitunlarina %S5 protein igeren medyumdan 100 plL eklendi. Plakanin diger
siitunlarina  SK ve Borik asit artan konsantrasyonlarda eklendi. Plakalar 24 saat

boyunca 37 °C’lik CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi.

3. Giin
- Buzdolabinda saklanmakta olan PBS su banyosunda 37 °C’ye getirildi.
- Kuyucuklar igerisindeki %5 protein iceren medyum aspire edildi.

-Santrifiijleyerek kristalleri uzaklastirilmis olan NR medyumdan 100 pL ilave
edildi ve 37°C’lik COz inkiibatoriinde 3 saat inkiibe edildi.

- Plakalarin CO: inkiibatoriinden ¢ikarilmasina 1 saatten az bir siire kala

ethanol/asetik asit ¢ozeltisi (NR desorb) hazirlandi.

- Belirtilen saatin sonunda CO: inkiibatoriinden ¢ikartilan plakalar i¢erisindeki

NR medyum aspire edilip kuyucuklar 150 pL PBS ile 2 kez yikanda.

- Bekletmeksizin 150 puL NR desorb ilave edildi. Bu asamada renklenme

gbzlendi.

- Homojenligi saglamak amaciyla plakalar 10 dakika boyunca mikroplaka

calkalayicisinda ¢alkalandi.

- Her bir kuyucuk 540 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda okundu.
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Sekil 2.5. Multiplaka okuyucu

Sekil 2.6. Kirmizi Notral Gerialma (NRU) testinin basamaklar1 (EUSAAT, 2013)

2.6. Komet Testinin Yapihsi
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Komet testi 6 kuyucuklu plakalarda kuyucuk bagina 200 000/2 mL hiicre olacak
sekilde uygulandi. Bir kontrol ve bir pozitif kontrol (10 uM H202) 2 kuyucuga
uygulandi. Borik asitin 0,5, 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM (sitotoksik etki

olusturmayan) konsantrasyonlar1 uygulandi.

Hiicreleri agara alma: Flasklarda iireyen hiicreler sayildi. Uygun hacimlerde

plakalara ekildi. Inkiibatérde cogalmalari icin bekletildi. Kimyasal maddeye uygun
konsantrasyonlarda maruz birakildi. Hiicreler plakalardan tiiplere alindi. Her bir lamda
yaklasik 20 000 hiicre olacak sekilde hesaplanarak PBS ile seyreltildi. Hiicre
stispansiyonundan 50 pL alindi ve 37°C LMA’dan 100 pL alinarak karistirildi. NMA
ile kaplanmig olan lamlara yayildi. Lam {izerine lamel kapatildi ve bu sekilde lamlar
altinda buz kaliplart olan metal bir yiizeye konuldu, agar katilastiktan sonra

tizerlerindeki lamel ¢ikarildi.

Lysing: Stok lysing ¢ozeltisinden deney giinii taze olarak hazirlanan lysing
¢ozeltisinin buzdolabinda sogumasi saglandi, sonra lamlar bir salede bu ¢ozeltiye

daldirilarak yaklasik 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

Alkali uygulamasi (unwinding) ve elektroforez asamasi: Komet testi i¢in 6zel

olan elektroforez tankina soguk elektroforez ¢ozeltisi (lamlarmn {izerini 0,5-1 cm
gececek kadar) konuldu. Lamlar, saleden alindi ve hiicre bulunan ytizleri iiste gelecek
sekilde elektroforez tankinin igine aralarinda bosluk kalmayacak sekilde dizildi. Bu
sekilde lamlar alkali tampon ¢ozeltisi icerisinde 20 dakika bekletildi, daha sonra 20
dakika, 25 V ve 300 mA akim uygulayarak elektroforez uygulandi.
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Notralizasyon asamasi. Alkali pH‘da yiriitilen elektroforez tamamlandiktan

sonra elektroforez tankindan ¢ikarilan lamlar saleye dizildi ve Once steril su ile
calkalandiktan sonra ii¢ kez notralizasyon ¢ozeltisi ile (her birinde 5 dakika) yikandi.
Daha sonra fiksasyon amaciyla lamlar sirastyla %50, %75 ve %96’°lik alkol igerisine
daldirilarak beser dakika bekletildi. En son lamlar okuma yapilincaya kadar lam

saklama kutusunda saklanda.

Lamlarin fluoresan bovanmasi ve mikroskopta sayilmasi: Her bir lamin tizerine

60 pL (20 pg/mL) etidium bromiir ¢ozeltisi damlatildi, lamel kapatildi ve en az 10
dakika bekledikten sonra fluoresan mikroskopta okuma yapildi. Her lamda 100 hiicre,
fluoresan mikroskopta degerlendirildi ve Comet assay IV programi kullanilarak

hiicreler sayildi.

HUCRELER ~_,
LAM KAPLAMA

;

1.I7is

BOYAMA l

" - DNA ZINCIRLERININ AYRILMASI
NOTRALIZASYON pH>13)

\ ELEKTROFOREZ /

(0,8V/cm, 300mA, pH>13)

Sekil 2.7. Komet testinin basamaklari
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Sekil 2.9. Hiicrenin floresan mikroskop altinda Comet assay IV programindaki
goruntusu
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2.7. Muse®Annexin&Dead Cell Assay Kiti ile Apoptoz Tayini

Yonteminin Yapilisi

Sertoli hiicreleri besi yeri igerisinde her bir kuyucukta 200 000/2 mL hiicre
olacak sekilde ekildi. Hiicreler ekildikten 24 saat sonra; Kontrol, Borik asit: 0,5, 5, 10,
50, 100, 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarda uygulama yapildi.

Hiicrelerin ekiminden sonraki 48. saatte ise Annexin-V&Dead Cell reaktifi ile
inkiibasyona birakilmak igin besi yerinin %1 BSA, %1 FBS veya %10 NHS
icermesine dikkat edilerek, herbir tiipe 100 uLL Annexin-V&Dead Cell reaktifi eklendi.
100 pL hiicre siispansiyonu herbir tiiplin lizerine eklendi. 20 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi. Muse cell Analyser (Flow Cytometry) cihazinda okuma

yapildi.
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Pozitif ve negatif kontrolleri ve
numuneleri iceren hiicre kaltarler

|

Annexin V&Dead Cell reaktifi ile inkubasyona
birakilmak icin %1 BSA, %1 FBS veya %10
NHS iceren medyum

/

100pL Annexin V& 100pL hiicre siispansiyonu

Dead Cell reaktifi
v
20 dk oda sicakhiginda
——— —
inkiibasyon
L

=|
.
B

| —

Sekil 2.10. Muse®Annexin&Dead Cell Assay kiti ile apoptoz tayini yonteminin
basamaklari

2.8. Istatiksel Degerlendirme

Bu tez kapsaminda elde edilecek sonuglar “SPSS version 20 kullanilarak
istatistiksel olarak degerlendirilecek ve sonuglar yorumlanacaktir. Komet testi
sonuglariin degerlendirilmesinde her bir numune i¢in tiim 100 sayima ait DNA
kuyruk yogunlugu (Tail Intensity) degerleri kontrol ve test kimyasallar1 gruplar1 olarak
kullanilacaktir. Apoptozis ve komet testlerinden elde edilen sonuglar one-way analysis
of variance (Anova) One-Way ANOVA testi ile degerlendirilecektir. Post-hoc
analizler (gruplar arasindaki fark) Fischer’s least significant difference (LSD) test ile

yapilacaktir.
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3. BULGULAR

3.1. Sitotoksisite, Notral Kirmiz1 Gerialma Testi Sonuclar:

Borik asidin, NRU testinin sonuglarina gore insan Sertoli hiicrelerinde 1000
uM'lik konsantrasyona kadar sitotoksik olmadigi bulunmustur. Hiicrelerin ortalama
canliligi, test edilen tiim konsantrasyon gruplarinda %90'mm {izerinde oldugu
gortilmistiir. Tim deneyler iki tekrar halinde yapilmis ve sunulan veriler en az iki

bagimsiz deneyden elde edilmistir.

Borik Asit ile maruziyet ilk sonuclari:

Cizelge 3.1. Sertoli hiicrelerine borik asit uygulamasi sonucunda elde edilen NRU testi
degerleri

Konsatrasyon
pM 0,001 |05 1 5 10 50 100 500 1000
% canlilik 100,0 | 115,2 | 117,2 | 118,9 | 95,7 103,2 | 101,3 | 98,2 90,3
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Borik asit, 24 saat
140,0
120,0

_____—___f—_ﬂ*—f'—“’_\‘
100,0 ._.——)____._.__—-—-—-'{_ _/_‘/'—\._._____

80,0

NR % Kontrol

60,0

40,0

20,0

0,0
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

Borik asit, uM

Sekil 3.1. Sertoli hiicrelerine borik asit uygulamasi sonucunda elde edilen NRU testi
sonucu

Borik Asit ile maruziyet 2. tekrar sonuclari.

Cizelge 3.2. Sertoli hiicrelerine 2. tekrar olarak borik asit uygulamasi sonucunda elde
edilen NRU testi degerleri

Konsatrasyon
pM
% canlilik 100,0 | 97,5 | 99,5 | 100,7 | 91,4 | 105,2 | 103,0 | 103,4 | 101,5

000105 |1 5 10 |50 100 | 500 | 1000
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Borik asit, 24 saat 2. tekrar

140
S
£ 120
"
R 100 W
o ——
z
80
60
40
20
0
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

Borik asit, uM

Sekil 3.2. Sertoli hiicrelerine 2. tekrar olarak borik asit uygulamasi sonucunda elde
edilen NRU testi sonucu

3.2. Genotoksisite, Komet Testi Sonug¢lari

Rastgele secilen 100 hiicre, Komet IV goriintli analiz yazilimi kullanilarak her
numune igin puanlanmis ve analiz edilmistir. Ortalama % kuyruk yogunlugu degerleri
hesaplanmistir ve bu sonuglar Komet testinin degerlendirilmesinde kullanilmistir.

Sekil 3.3°te detayli bir sekilde gdsterilmistir.

Tiim orneklere ait 100 adet hiicrenin Ortalama Kuyruk yogunlugu degerleri,

Standart hata (SEM) ve Minimum-maximum degerleri Cizelge 3.3’te sunulmustur.
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Cizelge 3.3. Borik asidin 0,5, 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarda
sertoli hiicrelerine uygulanmasi ile elde edilen komet testi sonuglar1 (BA: Borik asit)

Konsantrasyon (uM) Kuyruk Yogunlugu Ortalamasi
(Ort + SEM)
BA 0,5 uM 6,68+2,12
BA 5 pM 8,32+2,29
BA 10 pM 5,27+1,75
BA 50 pM 7,59+2,27
BA 100 pM 6,79+2,30
BA 500 pM 8,35+2,10
BA 1000 pnM 6,62+1,98

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Ortalama Kuyruk Yogunluklar

Kontrol O05uM SuM  10pM 50pM  100puM SOOWM 1000uM H202

Konsantrasyon

* p<0,05, one-way ANOVA , Kontrolle kiyaslandiginda

Sekil 3.3. Borik asidin 0,5, 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarda
sertoli hiicrelerine uygulanmasi ile elde edilen komet testi sonuglar1 (Pozitif kontrol
olarak 50 uM H>O> kullanilmistir.)

57



50 uM H20o, kontrol ile karsilagtirildiginda % kuyruk yogunlugunu 6nemli 6l¢iide
arttirmistir (p<0,001). Borik asit, test edilen konsantrasyonlarin (0,5, 5, 10, 50, 100,
500 ve 1000 uM) higbirinde insan Sertoli hiicrelerinde DNA hasarina neden olmadigi
goriilmistiir. Tiim konsantrasyonlardaki DNA hasar1 kuyruk yogunlugu sonuglarina

gore, kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0,05).

3.3. Apopotoz, Muse® Annexin&Dead Cell Assay Kiti ile Apoptoz

Tayini Testinin Sonuclar:

Artan konsantrasyonlarda (0,5, 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM) borik asitle
maruziyetten sonra apoptoza giren Sertoli hiicrelerinin yiizdesi, Muse® Annexin-V ve
Olii Hiicre Tahlili kiti kullanilarak tahlil edilmistir. Borik asit tedavisinin hiicrelerin

apoptozu iizerindeki etkileri Sekil 3.4'te goriilmektedir.

Apoptozun erken ve gec evrelerindeki hiicrelerin yiizdeleri ile canli ve oOli
hiicreler incelenmistir. Borik asit hiicrelerde apoptozu ve 6liimii uyarmamistir. Erken
ve ge¢ apoptoz gegciren hiicrelerin ylizdesi Sekil 3.4°te gosterildigi gibi 0,5 ila 1000

UM borik asit maruziyeti ile birlikte degismedigi gozlemlenmistir.
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g. 500 pM

APOPTOSIS PROFILE

Dead
1.65 %

VIABILITY

Late Apop./Dead

6.15 %

h. 1000 pM
4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead
1.15 % 6.75 %
(]

>
=
=
2
L s @
4.85 % 7.55 %
Early Apop. Early Apop.
2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic

Sekil 3.4. Borik asidin Sertoli hiicrelerinin apoptozu lizerindeki etkileri (a. Kontrol; b.
0,5 uM BA; c. 5 uM BA; d.10 uM BA; e. 50 uM BA; £.100 uM BA; g. 500 uM BA;
h. 1000 uM BA ) (kontrol: solvent, BA: borik asit)

Cizelge 3.4. Borik asidin Sertoli hiicrelerinin apoptozu iizerindeki etkileri

Konsantrasyon (uM) Canh Erken Geg apoptotik/ Olii Total apoptotik
apoptotik Olii

Kontrol 94,70 3,10 1,30 0,90 4,40

0,5 uM Borik asit 91,95 4,00 2,60 1,45 6,60

5 uM Borik asit 91,80 2,95 3,40 1,85 6,35

10 uM Borik asit 90,30 4,35 5,05 1,30 8,40

50 uM Borik asit 92,85 4,30 1,90 0,95 6,20

100 pM Borik asit 89,60 4,50 4,45 1,45 8,95

500 pM Borik asit 87,35 4,85 6,15 1,65 9,00

1000 pM Borik asit 84,55 7,55 6,75 1,15 14,30
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4. TARTISMA

Bor; okyanuslarda, kayalarda, toprakta ve bitkilerde agirlikli olarak borik asit
veya boratlar seklinde yaygin olarak bulunur. Insanlar icin giinliik yasamda bor
maruziyetinin en yaygin yolu agizdan yoldur. Insanlar genellikle igme suyu ve
gidalardan bora esas olarak borik asit veya boratlar seklinde maruz kalmaktadir. Borik
asit ve boratlar da bu sektorlerde ¢alisan isciler i¢in ek bor maruziyetine neden olan
cok g¢esitli endiistriyel kullanimlara sahiptir. Ancak mesleki ortamlarda, bor
maruziyetinin ana yolu inhalasyondur (Duydu ve ark., 2012; Diinya Saglik Orgiiti,
1998 ve Kuru ve ark., 2019). Buna gore giinliik hayatta her insan belirli bir miktarda
bora maruz kalmaktadir. Bu agidan sertoli hiicrelerinde borik asitin giivenli
diizeylerinin arastirilmasi, giinliik giivenli bor alim diizeyleri hakkinda mutlaka yararl

bilgiler saglayacaktir.

Diinyadaki bor rezervlerinin %75’ine sahip olan iilkemiz igin borik asit ve
sodyum boratlar en 6nemli madencilik ihracat tiriinlerindendir. Borun bitkiler igin
esansiyel oldugu bilinirken; insanlar icin de esansiyel olabilecegini destekleyen
caligmalar olmasina ragmen heniiz tartismalidir. Hayvan ¢alismalarinda borik asit ve
sodyum boratlarin yiiksek dozlarda lireme ve gelisim {izerinde olumsuz etkileri
gosterilmistir. Buna karsilik giiniimiizde insanlarda bor maruziyeti ile iliskili iireme
sistemi ile ilgili veriler son derecede kisithidir. Borik asit ve sodyum boratlar hayvan
deneylerinde yiiksek dozlarda ortaya c¢ikan lireme fonksiyonu iizerindeki toksik
etkileri nedeniyle Avrupa Birligi, “General classification and labeling requirements
for dangerous substances and preparations (67/548/EEC)” kapsaminda Kategori 2
altinda siniflandirmistir. Avrupa Birliginin bu konudaki yonetmelikleri uyumlastirma
kapsaminda CLP (Classification, Labeling and Packaging) Maddelerin ve

Karigimlarin Siniflandirilmasi, Etiketlenmesi ve Ambalajlanmasi yonetmeligine gore
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Kategori 1B altinda “Presumed human reproductive toxicant” olarak
siiflandirilmaktadir. Kategori 1 A ve 1B altinda siniflanmis olan kimyasal maddelerin
kullaniminin izne tabi olmasi tilkemizin borik asit ve sodyum borat ihracatinda énemli

kurallar ve kisitlamalar ile karsilasmasina neden olmaktadir.

Tirkiye ve Cin’de yapilan epidemiyolojik ¢alismalar sonucunda insanlarin
giinliik olarak maruz kalabilecekleri bor konsantrasyonlarinin iireme sistemi iizerine
olumsuz bir etki olusturmayacagi gosterilmistir. Calismamizda kullanilacak hiicre
hattinin bor maruziyetinin hedef aldig1 sistemlerden biri oldugu diisiiniilen iireme

sistemine ait bir hiicre olmasi sebebiyle tezimiz 6nem kazanmaktadir.

Seminifer tiibiillerde yer alan sertoli hiicreleri, spermatogenez, testis olusumu ve
farklilasmanin diizenlenmesinde 6dnemli rollere sahiptir. Bu 6zelliklerle ilgili olarak,
Sertoli hiicreleri son zamanlarda iireme toksikolojisi ¢aligmalari i¢in bir model olarak
kullanilmistir (Reis ve ark., 2015). Bu ¢alismada, borik asit maruziyetinin insan Sertoli
hiicrelerindeki sitotoksisite, genotoksisite ve apoptozu incelenmistir. Bu ¢alismanin
sonuclari, insan Sertoli hiicrelerinde borik asidin genis bir konsantrasyon araliginda

(0,5 ila 1000 uM) doz yanut iligkisini ortaya koymustur.

Tezimizde, test ettigimiz borik asit konsantrasyonlari, hem siganlardaki gelisim
toksisitesi testlerinde fetiisteki kilo kaybini temsil eden NOAEL degerine (9,6
mg/kg/giin) karsilik gelen kan bor konsantrasyonu (1270 ppb), hem de epidemiyolojik
caligmalarda tespit edilmis olan kan bor (22,1 — 499,2 ppb) konsantrasyonlarini
kapsamaktadir. Tezimizde ¢aligilan 0,5, 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM Borik Asit
konsantrasyonlarinin kan bor ekivalanlar1 sirasiyla 5,4, 54, 108, 540, 1080, 5400 ve

10800 ng/mL’dir. Bu anlamda tezimiz, giinlik bor maruziyetinin insanlarda

62



olusabilecek kan bor konsantrasyonunun c¢ok iizerindeki konsantrasyonlar da
eklenerek planlanmigtir. Tezimiz, tim bu ydnleri ile diisiiniildiigiinde, iilkemiz
acisindan ticari degeri biiyiik olan borik asitin, REACH kapsaminda tehlikeli kimyasal
maddeler (reprotoxic) listesinden ¢ikartilmasi yoniinde yapilan ¢alismalara katki

saglayabilecektir.

Insanlardaki giinlik bor maruziyetiyle ilgili olarak Duydu ve ark. (2011)
yaptiklar1 epidemiyolojik calismada kan Bor konsantrasyonuni yiiksek maruziyette
ortalama 223,89 ng/g ve Duydu ve ark. (2019) yaptiklar: bagka bir ¢alismada kan Bor
konsantrasyonunu yiiksek maruziyette 247,37 ng/g ve asir1 maruziyette 553,83 ng/g
olarak  bulmustur. Ayrica, Xing ve ark. 2008 yilinda yaptiklart epidemiyolojik
calismada ise kan Bor konsantrasyonun yiiksek maruziyette 2003 yilinda topladiklari
orneklerde 204,8 ng/g, 2004 yilinda topladiklart orneklerde 499,2 ng/g olarak

bulmustur.

En cok kullanilan sitotoksisite testlerinden biri olan NRU testi, bir hiicre
kiiltiirtindeki canli hiicre sayisin1 6lgmek igin kullanilir. Borik asidin, 1000 uM'ye

konsantrasyona kadar, Sertoli hiicre serisinde sitotoksik olmadig1 goriilmiistiir.

Muse Cell Analyser cihazi ile ve bu markaya ait Muse Annexin V&Dead Cell
kitini kullanarak apoptoz-nekroz tayini deneylerimizden elde edilen sonuglara gore,
Borik asit 1000 puM’a kadar sertoli hiicrelerinde apoptozise ve Oliime neden
olmamaktadir, bir diger deyisle borik asitin hiicre canlilig1 {izerinde anlamli bir etkisi

bulunmamastir.
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Borik asitin 0,5, 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarda sertoli
hiicrelerine uygulanmas ile elde edilen komet testi kuyruk yogunlugu sonuglarina

gore borik asit test edilen konsatrasyonlarda DNA hasarina neden olmamaktadir.

Tirkez ve ark. (2010) insan kan 6rneklerinde mikrogekirdek ve kardes kromatid
degisimi (SCE) testlerini kullanarak paklitakselin genotoksik etkilerine karsi borik
asitin koruyucu etkisi oldugunu gostermislerdir. Ayrica Ustiindag ve ark. (2014)
yaptiklar1 ¢alismada borik asidin V79 hiicrelerinde 300 uM’a kadar sitotoksik

olmadig1 ve DNA hasarini indiiklemedigi gosterilmistir.

Yal¢in ve Abudayyak (2020) yaptiklar1 caligmada borik asit maruziyetinin fare
TM3 Leydig hiicreleri kullanilarak erkek reproduktif sistemine etkilerini in vitro
incelenmistir. MTT ve NRU yontemiyle yapilan sitotoksisite testlerinin sonuglarina
gore borik asidin fare TM3 hiicreleri {izerinde 1000 pM’a kadar sitotoksik olmadigi
gosterilmistir. Ayroca kaspas-3 kolorimetrik Kiti ile hiicre 6liim yolagini aragtirmiglar
ve 1000 uM’a kadar konsantrasyonda borik asidin hiicrelerin 6liimiine neden olmadig1

bulunmustur.

Giilsoy ve ark. (2015) bor bilesiklerinin, borik asit (BA) ve boraksin (BX) zebra
baliginin (Danio rerio) 24, 48, 72 ve 96 saatlik maruziyetlerle (seviye:1, 4, 16, 64
mg/L BA ve BX), kaudal venden periferik eritrositler almis ve genotoksisiteyi
degerlendirmek i¢in Komet testi uygulamistir. Akut (96 saat) maruz kalma ve borik
asit ve boraksin yiiksek konsantrasyonlari, % kuyruk DNA ve kuyruk momentini

arttirmustir. Konsantrasyona bagli olarak borik asit ve konsantrasyona ve zamana bagl
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olarak boraks i¢in genotoksik etki bulunmustur. D. rerio'nun periferik kaninda borik
asit i¢in 24 saatlik maruziyet ve 64 mg/L konsantrasyonda en yiiksek DNA hasari
bulunurken; boraksin 96 saatlik maruziyette 1 mg/L, 4 mg/L ve 16 mg/L
konsantrasyonlarinda DNA hasarini arttirdigi, 64 mg/L konsantrasyonda ise DNA

hasarinin en yiiksek oldugu bulunmustur.

Hacioglu ve ark. (2020) calismalarinda, 24 saat boyunca DU-145 insan prostat
kanseri hiicreleri lizerinde diyet alimi ile kanda elde edilebilecek orandan daha yiiksek
konsantrasyonlarda borik asidin etkilerini degerlendirmistir. Ilk olarak, 3-(4, 5-
dimetiltiazol, 2-il)-2, 5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) kullanarak DU-145 insan
prostat kanseri hiicreleri tizerindeki borik asidin (0 ila 12,5 mM) sitotoksik aktivitesini
belirlemislerdir. Daha sonra MTT'de bulunan dozlar kullanilarak antioksidan-oksidan
molekiillerin ve apoptotik proteinlerin seviyeleri 6l¢lilmiis ve morfolojik degisiklikler
degerlendirilmistir. 6,25 ve 12,5 mM (%45,8 canlilik) konsantrasyonlarda hiicre
canliliginda anlamli bir diisiis oldugunu bulmuslardir. Ayrica, 10,77 mM'ye kadar
borik asit konsantrasyonlari, DU-145 hiicrelerinde kaspaz 3 ve sitokrom C somatik
(CASP3 ve CYCS) seviyelerinde konsantrasyona bagli bir artisa yol agmistir. Borik
asidin DU-145 hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak oksidatif strese, hiicre
biiylimesinin inhibisyonuna, apoptoza ve morfolojik degisikliklere neden oldugu

gosterilmistir.

Barranco ve ark. (2004) yilinda prostat kanser hiicreleri (DU-145, LNCaP ve
PC-3) lizerinde yaptiklar1 calismada 100-1000 uM arasindaki borik asit maruziyetinin,
kontrol hiicrelerine kiyasla DU-145 hiicrelerinde CASP3 aktivitesinde bir artisa neden

olmadigini1 gostermistir.
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Elde ettigimiz sonuglar bu c¢alismalar1 desteklemekte ve ayrica sertoli
hiicrelerinde benzer konsantrasyonlarda da borik asitin sitotoksik ve genotoksik etkili

olmadigin1 géstermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tezimizde hedefledigimiz sekilde borik asitin Sertoli hiicreleri (HseC)

tizerindeki sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir.

Diinya bor rezervlerinin biiyiik bir kismmin Tirkiye’de olmasi sebebiyle
tilkemiz agisindan oldukga 6nemli bir noktada olan borun, maruziyeti sonucu insan

tireme sistemine etkileri konusundaki veriler oldukga sinirlidir.

Sonu¢ olarak tezimiz; borik asitin  Sertoli hiicrelerinde  yiiksek
konsantrasyonlarda dahi sitotoksik ve genotoksik etkili olmadigin1 géstermektedir.
Tezimizde test edilen konsantrasyonlar, epidemiyolojik caligmalarda bildirilen kan ve
meni bor diizeylerinden (Sicanlardaki gelisim toksisitesi testlerinde fetiisteki kilo
kaybin1 temsil eden NOAEL degerine (9,6 mg/kg/giin) karsilik gelen kan bor
konsantrasyonu 1270 ppb, epidemiyolojik ¢aligmalarda tespit edilmis olan kan bor
22,1 — 499,2 ppb konsantrasyonlar1) olduke¢a yiiksektir ve borik asitin toksisite
profillerinin aydinlatilmasinda kullandigimiz  hiicre tipi nedeniyle bir ilk

ozelligindedir.

Ayrica Tirkiye, diinyadaki en genis bor yataklarina sahip olan ve yiiksek
kapasiteli bor isletmeleri bulunan bir iilke oldugu i¢in bor ihracati da iilkemiz i¢in
oldukga dnem arz ettigi bilinmektedir. Bu yiizden, elde ettigimiz veriler borik asit ile

ilgili yasal diizenlemelerin hazirlanmasinda aydinlatict nitelikte olacak ve tasidig
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0zgln degerden dolay1 saglik ve c¢evre otoritelerine bilimsel destek saglayacaktir.
Ayrica sonuglarimiz, insanlar ic¢in giivenli giinliik bor alim seviyelerinin

belirlenmesinde kullanilabilecek faydali bilgiler saglamaktadir.

Bor bilesiklerinin {ireme sistemindeki etki bi¢imini anlamak i¢in daha ileri

caligmalara ihtiyag vardir.
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OZET

Borik Asitin Potansiyel Genotoksik ve Apoptotik Etkilerinin In-Vitro Hiicre

Kiiltiiriinde Arastirilmasi

Bor, diinya ¢apinda gesitli endiistrilerde kullanilmaktadir. Bor, bitkiler igin esansiyel bir
mikro besindir ve insanlar i¢in “muhtemelen esansiyeldir”. Birgok caligmada borik asit ve
diger bor bilesiklerinin in vitro hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda ve hayvan modellerinde
sitotoksik, mutajenik ve genotoksik etkileri olmadig1 belirtilirken, bazi ¢aligmalarda ise aksi
yonde sonuglar one siirlilmiistiir. Ayrica borik asit ve sodyum boratlar, Avrupa Birligi -
Smiflandirma, Etiketleme ve Paketleme Yonetmeligi'nde (EU-CLP Yonetmeligi) gelisme ve
iireme i¢in toksik olarak siniflandirilmaktadir.

Tez calismamizin amaci, insan Sertoli hiicre kiiltiirlerinde borik asidin sitotoksik,
genotoksik etkilere ve apoptoz profillerine neden olup olmadigini in vitro yontemlerle
arastirmaktir. Amacimiza ulagsmak i¢in hiicresel canlilik ve DNA hasari sirasiyla NRU ve
alkali Komet analiz yontemi ile incelenmistir. Apoptoz profili, akis sitometrisi ile analiz
edilmistir.

Calismamiz, borik asidin insan Sertoli hiicreleri tizerindeki etkilerine dair yeni bilgiler
sunmaktadir. Borik asit, tireme toksisitesi modeli olarak kullanilan insan Sertoli hiicrelerinde
genis bir borik asit konsantrasyon araliginda (0,5 ila 1000 uM) hem sitotoksik hem de
genotoksik olmadigi bulunmustur. Borik asit, test edilen konsantrasyonlar dahilinde hiicre
dongiisti durmasini ve apoptozu uyarmamistir. Calismamizda test edilen konsantrasyonlar,
epidemiyolojik ¢aligmalarda bildirilen kan ve meni bor diizeylerinden oldukga yiiksektir.

Anahtar sozciikler: apoptoz, borik asit, komet testi, insan sertoli hiicresi, sitotoksisite
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SUMMARY

In-Vitro Investigation of Potential Genotoxic and Apoptotic Effects of Boric Acid
in Cell Culture

Boron is used in a range of industries around the world. Boron is an essential
micronutrient for plants and “probably essential” for humans. Several studies have indicated
that boric acid and other boron compounds have no cytotoxic, mutagenic and genotoxic effects
in in vitro cell culture studies and animal models, while some studies suggested contrary
findings. Moreover, boric acid and sodium borates are classified as toxic to development and
reproduction in the European Union - Classification, Labelling and Packaging Regulation
(EU-CLP Regulation).

The scope of our study was to ascertain whether boric acid caused the cytotoxic,
genotoxic effects, and apoptosis profiles on human Sertoli cell cultures by in vitro methods.
To reach our goal, the cellular viability and DNA damage was examined by NRU and alkaline
comet assay, respectively. Apoptosis profile were analyzed by flow cytometry.

Our study provides novel insights into the influences of boric acid on human Sertoli
cells. Boric acid was neither cytotoxic nor genotoxic in a wide concentration range of boric
acid (0.5 to 1000 uM) in the human Sertoli cells which are used as a model of reproductive
toxicity. Boric acid did not stimulate cell cycle arrest, apoptosis within the tested
concentrations. The concentrations tested in our study were extremely higher than the blood
and semen boron levels reported in epidemiological studies.

Keywords: apoptosis, boric acid, cytotoxicity, comet assay, human Sertoli cells
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