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vi

ONSOZz

Bora maruziyetinin insanlar iizerindeki genotoksik etkilerinin aragtiritlmasi, bu
Yiiksek Lisans Tez Projesinin temel amacini olusturmaktadir. Bu amagla Balikesir’in
icme ve kullanma sularinda yiiksek oranda bor iceren (1,55 —20,8 mg B/l) Iskele
yoresi ile igme ve kullanma sularinda oldukga diisiik oranda bor igeren (0,07 —0,2 mg
B/l) Bademli yoresinde yasayan insanlardan periferal kan ornekleri alinmistir. Bu
kan 6rneklerinde SCE ve MN analizleri yapilarak olas1 genetik hasarlar tespit edilmis
ve yore yasayanlarinda bor maruziyetinin genetik materyal {izerine olan etkileri
degerlendirilmistir.

Bu Yiiksek Lisans Tez Projesinin hazirlanmasi esnasinda her ne kosulda olursa
olsun, en yogun zamanlarinda bile, biiyiikk sabir ve anlayisla beni dinleyen;
bilgileriyle beni yonlendiren, yol gosteren; destek ve yardimlarini higbir zaman
esirgemeyen degerli danisman hocam Prof. Dr. Yal¢in DUYDU’ a sonsuz saygi ve
tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarimin esnasinda her tiirlii olanag1 saglayan, destek ve yardimlarini
esirgemeyen Anabilim Dali Baskamimiz degerli hocam Prof. Dr. Miimtaz ISCAN’ a
sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmalarim igin gerekli olan kan orneklerinin toplanmasinda biiytik
emegi gecen Balikesir Universitesi, Balikesir Saglik Yiiksek Okul Ogretim Uyesi
Yard. Dog. Dr. Mehmet KORKMAZ’ a sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismalarimin deney sathasinda destek ve yardimlarini esirgemeyen ve
bilgileriyle bana yol gosteren Aras. Gor. Aylin USTUNDAG’ a saygi ve
tesekkiirlerimi sunarim.

Desteklerini ve sevgilerini her zaman hissettiren ve her zaman yanimda olan
sevgili aileme sonsuz saygi, sevgi ve sikkranlarimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Bor

Kimyasal sembolii B ile tanimlanan bor elementi periyodik sistemin III. grubun
basinda olup bu grubun metal olmayan yegane elementidir. Atom numarast 5 ve
atom agirlig1 10,81 olan bor elementi aslinda kiitle numaralar1 10 (10B %19,8) ve 11

(11B % 80,2) olan iki kararl1 izotopundan olugmaktadir (IPCS, 1998, WHO, 1998,

U.S.EPA, 2004).

1.1.1. Bor ve bor bilesiklerin genel ozellikleri

Dogada serbest olarak yani elemental olarak bulunmayan bor elementi daima
oksijene bagli halde bulunmaktadir ki oksijene bagli halde bulunan bu bilesige borat
ad1 verilmektedir (Murray, 1995, Howe, P.D., 1998, Murray ve Andersen, 2001, Col
ve Col, 2003, U.S.EPA, 2004). Bor bilesikleri arasinda en basit yapidaki bilesikler
bor oksit (B,0O3) ve borik asit (H3BOs3) tir. Bor ve bazi bor bilesiklerinin 6zellikleri

cizelge 1.1° de verilmistir.

Dogada yaklasik olarak 230 ¢esit bor minerali bulunmakta olup bu mineraller
arasinda en 6nemlileri yapilarinda Na, Ca, ve Na -Ca bulunduranlardir. Na kokenli
bor minerallerine boraks (tinkal), Ca kokenli bor minerallerine kolemanit, Na -Ca

kokenli bor minerallerine ise lileksit adi1 verilmektedir. (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1: Bor ve bazi bor bilesiklerinin 6zellikleri (U.S. EPA, 2004).

Bilesik

Molekiler formiil

Molekiiler
agirlik

Bor igerigi

(%)

Fiziksel
ozellikleri

Bor

10,81

100

Siyah kristal
veya sarl—
kahve- rengi
amorf toz

Bor oksit

B,0;

69,62

31,06

Beyaz veya
renksiz  camsl
kristal

Borik asit

H;BO;

61,83

17,48

Beyaz veya
renksiz kristal
graniiller veya
toz

Kolemanit

CaB601 1 5H20

411,1

15,78

Beyaz veya
renksiz camsi
kristal

Uleksit

N3C3B509.8H20

810,6

13,33

Beyaz veya
renksiz camsi
kristal

Boraks (tinkal)

Na2B4O7. 1 OHZO

381,43

11,34

Beyaz veya
renksiz kristal
graniiller veya
toz

Boraks
pentahidrat

N32B407.5H20

291,35

14,85

Beyaz veya
renksiz kristal
graniiller veya
toz

Susuz boraks

Na2B4O7

201,27

21,49

Beyaz veya
renksiz camsi
kristal

1.1.2. Bor terminolojisi

Dogada bor, elemental olarak bulunmadigindan toksikolojik calismalarda bor

kaynag1 olarak borik asit veya inorganik boratlar kullanilmaktadir. Caligmalarda

kullanilan bor terimi, borik asit ve inorganik boratlarin yalnizca bor igerigini ifade

etmektedir. Kullanilan borik asit ve inorganik boratlarin doz diizeylerini elemental

bor ile karsilastirabilmek amaciyla

deneylerde kullanilan inorganik boratlarin

molekiiler agirliklart ¢izelge 1.2.” de goriilen doniistiirme faktori ile ¢arpilarak bor




equivalent dozu elde edilir. Hesaplanan bor equivalent degeri elemental bor ile
esdegerdir ancak bor equivalent doz ifadesi elemental bor ifadesinden daha yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Murray, 1995, Murray ve Andersen, 2001, Col ve Col,
2003, HERA, 2005).

Borik asit dozu x 0,175 = Bor equivalent dozu
Boraks dozu x 0,113 = Bor equivalent dozu
Boraks pentahidrat dozu x 0,148 = Bor equivalent dozu

Cizelge 1.2. Bor equivalenti degeri i¢in doniistiirme faktorleri (IPCS, 1998, HERA,
2005)

Bilesik ismi Bilesik formiilii Bor equivalent dozu igin
doniistiirme faktorii

Borik asit H;BO; 0,175

Disodyum tetraborat Na,B;,0,.10H,0 0,113
dekahidrat (boraks, tinkal)

Disodyum tetraborat Na,B407.5H,0 0,148
pentahidrat (boraks

pentahidrat)

Susuz boraks Na,B,0, 0,215
Sodyum perborat tetrahidrat NaBO;.4H,0 0,070
Sodyum perborat NaBO;.H,O 0,108
monohidrat

1.1.3. Borun kullanim alanlar :

Bor mineralleri ve bilesikleri ¢esitle endiistri dallarinda ¢ok farkli malzeme ve
urinlerin uretiminde kullanilmaktadir. Bor ve durinlerinin kullamim alanlarim

asagidaki gruplarda toplamak miimkiindiir;




Cam Sanayi: Borosilikat camlari. Izolasyon cam elyafi, tekstil cam elyafi, optik

lifler, cam seramikleri, sise ve diger diiz camlarda.
Seramik Sanayi: Emaye, sir, sir¢a, porselenlerde.

Niikleer Sanayi: Niikleer kazalarda giivenlik amagli ve niikleer atik depolayici
olarak, (Reaktdr kontrol ¢ubuklar1) , uzay ve havacilik sanayinde (siirtinme —

asinmaya dayanikli malzemeler, roket katki malzemeleri).
Askeri & Zirhh Araclar: Zirh plakalar, kompozit malzemelerde.

Elektronik — Elektrik ve Bilgisayar Sanayinde: Bilgisayarlarin mikro chiplerinde,
CD- siiriiciilerinde bilgisayar aglarinda; Istya — asinmaya dayanikli fiber optik
kablolar, yar1 iletkenler, vakum tiipler, elektrik kondansatorleri, gecikmeli

sigortalarda.
fletisim Araclarinda: Cep telefonlari, modemler, televizyonlarda.
insaat — Cimento Sektoriinde: Mukavemet ve izolasyon artiricilarda.

Metalurji: Paslanmaz ve alasimli celik, siirtiinmeye ve asinmaya dayanikli
malzemeler, briket malzemeleri, lehimleme, dokiim malzemelerinde katki maddesi

olarak.

Enerji sektoriinde: Hidrojen tasiyici, giines enerjisinin depolanmasi giines

pillerinde koruyucu olarak.

Otomobil sanayinde: Hava yastiklarinda, hidroliklerde, 1s1 ve ses yalitimi saglamak

amaciyla, antifriz karisimina katki maddesi olarak.

Tekstil Sektoriinde: Isinmaya dayanikli kumaglar, yanmay1 geciktirici ve onleyici
seliilozik malzemeler, izolasyon malzemeleri, tekstil boyalari, deri renklendiricileri,

suni ipek parlatma malzemelerinde.

Kimya sanayinde: Bazi1 kimyasallarin indirgenmesinde, elektrolitik islemlerde,
banyo ¢ozeltilerinde, petrol boyalarinda, yanmayan erimeyen boyalarda, tekstil

boyalarinda.

Tip alaminda: Osteoporoz tedavilerinde, alerjik hastaliklarda, psikiyatride, kemik
gelisiminde ve artiritte, menopoz tedavisinde, beyin kanserlerinin tedavisinde

(BNCT), dezenfekte edicilerde, antiseptiklerde.



Tarim sektoriinde: Suni giibrede (bitkilerin gelisiminde) ve bocek 6ldiirticii olarak

(insektisit).
Mumyalamada
Manyetik cihazlarda
Korozyonu 6nlemede
Fotograf kimyasallarinda
Miknatislarda

Koruyucu olarak: Ahsap malzemelerde ve agaglarda koruyucu olarak, boya ve

vernik kurutucularinda.
Kagit Sanayi: Beyazlatici olarak.
Temizleme ve beyazlatma Sanayinde: Toz deterjanlar, toz beyazlaticilar,

parlaticilarda kullanilmaktadir (http://www.boren.gov.tr//kulyer.htm).

1.1.4. Cevredeki bor ve bora maruziyet yollar

Dogada genellikle borat formu seklinde bulunan bor elementi (Howe, 1998, IPCS,
1998, U.S.EPA, 2004) yer kabugunda, atmosferde, denizde, toprakta, komiirde,
yeralt1 ve yeriistii sularinda ve sedimentlerde yiliksek oranda bulunmaktadir (IPCS,
1998, Samman ve ark., 1998, Murray ve Andersen, 2001, EGVM, 2002, EFSA,
2004, Yazbeck ve ark., 2005). Yeryliziinde genis bir alana yayilmis halde bulunan
bor elementi dogada degisime ugramaz ve parcalanmaz. Ancak g¢evre kosullarina
bagh olarak (nem diizeyi, pH vb.) spesifik formlarina doniisebilmektedir (ATSDR,
1992). Dogal olarak bor, toprakta 5 — 150 ppm (C6l ve Col, 2003), yerkabugunda
ortalama 10 ppm, deniz suyunda 0,5 — 9,6 ppm konsantrasyonlar1 arasinda olup
ortalama 4.6 ppm, tath sularda <0,01-1,5 ppm degisen konsantrasyonlarda
(U.S.EPA, 1987, IEHR, 1997) ve havada <0,5 -80 ng/m3 degisen konsant-
rasyonlarda (ortalama 20 ng/m’) bor bulunmaktadir (IPCS, 1998, EVGM, 2002).

Bor okyanuslardan, yanardaglardan, kaplicalardan, orman yanginlarindan ve

ticari olarak kullanilmasiyla atmosfere serbest olarak ulasabilmektedir (Howe ve



ark., 1998). Atmosferdeki bor kaynaginin % 65 ile % 85’ ini okyanuslar olustururken
% 7 ile % 18’ ini major antropojenik kaynaklar olusturmaktadir (Howe ve ark.,

1998). Her y1l atmosfere yaklasik olarak 1,8 ile 5,3 bor milyon/kg serbest olarak

birakilmaktadir (Argust, 1998).

Denizler, yanardaglar ve kaplicalar basta olmak iizere kayalardan, topraklardan,
yer alti - yeristi sularindan, ticari  kullammmindan ve atiklardan c¢evresel
komponentlere ulagsan bora insanlar; hava ve sudaki bor mineralleriyle temas ederek,
bor yataklari bakimindan zengin havzalardaki yeralt1 ve yeriistli sularim1 kullanarak,
maden ocaklarinda ve fabrikalarda calisarak, bor igeren kimyasal maddeleri ve

tirtinleri kullanarak ve Ozellikle borca zengin yiyecek ve icecekleri alarak bora

maruz kalmaktadirlar (boliim 1.1.6.).

1.1.5. Farmakokinetik

Diisiik konsantrasyonlarda ve fizyolojik pH’ larda inorganik boratlar absorbe
edilmeden oOnce mukozal ylizeylerin sulu katmanlarinda borik aside
dontstiirilmektedirler (EVGM, 2002, EFSA, 2004). Bor, borik asit olarak pasif
diffiizyonla viicut sivis1 boyunca dagilmaktadir (EFSA, 2004). Alman bor
kaynaginin borat veya borik asit olduguna bakilmaksizin bor bilesigi kanda >% 98

(Woods, 1996), idrarda >% 90 oraninda borik asit olarak goriilmektedir (IPCS,
1998, WHO, 1998).
Absorbsiyon, dagilim ve metabolizma agisindan borik asidin farmakokinetigi

insanlar ile sicanlar arasinda benzerlik gostermektedir (Dourson ve ark., 1998,

Murray, 1998, Murray ve Andersen, 2001, Vaziri ve ark., 2001, HERA, 2005).



1.1.5.1. Borun absorbsiyonu

Bor absorbsiyonu ii¢ yolla olur. Bunlar;
e Qastrointestinal
e Inhalasyon
e Dermal

Borun viicuda asil girig yolu oral yoldur.

1.1.5.1.1. Gastrointestinal yolla absorbsiyon

Insanlar tarafindan oral yolla alinan borun hemen hemen tamami gastrointestinal
yoldan hizli bir sekilde absorbe edilmektedir (Murray, 1995, EVGM, 2002, U.S.
EPA, 2004, EFSA, 2004). Schou ve ark. (1984) tarafindan yapilan bir calismada suda
¢Oziinmiis olarak tek dozda verilen borik asidin 96 saat ic¢inde verilen doz
ortalamasinin % 92-94’ {iniin idrarla atildig1 gézlenmistir. Naghii ve Samman (1997)
tarafindan yapilan c¢aligmada da alman dozun % 84’ iiniin idrarla atildig:
gbzlenmigtir. Job (1973) tarafindan yapilan ¢alismada ise idrarla atilim verileri goz
oniline alinarak alinan dozlarin % 90’ dan fazlasinin gastrointestinal yoldan absorbe
edildigi gozlenmistir. Sigan (Ku ve ark., 1991; Usuda ve ark., 1998), tavsan (Draize
ve Kelley, 1959), koyun (Brown ve ark., 1989) ve sigir (Owen, 1944; Weeth ve ark.,
1981) gibi denek hayvanlari ile yapilan ¢aligmalarda da oral maruziyet sonrasi borun
cok hizli bir sekilde absorbe edildigi gozlenmistir. Yapilan bu calismalar ile oral

yolla alinan borun insanlarda ve hayvanlarda gastrointestinal yoldan kolay bir

sekilde absorde edildigi sonucuna varilmaktadir.

1.1.5.1.2. Solunum yolu ile absorbsiyon

Soluk alip verme esnasinda havadaki borun absorbe edilmesine dayanmaktadir (U.S.
EPA, 2004). Culver ve ark. (1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada bor iireten bir
fabrikada 3,3 -18 mg/m’ degisen aralikta borat tozlarina (boraks, boraks pentahidrat
ve susuz boraks) maruz kalan erkek iscilerin, maruz kalinan dozla orantili olarak kan

ve idrardaki bor diizeylerinin de yiikseldigi bildirilmistir. Bor oksit aerosollerine (77



mg/m’ ortalama konsantrasyon) maruz kalan sicanlarin idrarlarindaki bor diizeylerini
izleyen Wilding ve ark. (1959) tarafindan da benzer sonuclar elde edilmistir. Yapilan
calismada maruz kalan sicanlarin idrarlarindaki bor diizeylerinin kontrol gruplarina
gore daha yiiksek oldugu ve maruziyete son verilmesi ile maruz kalan sicanlarin
idrarlarindaki bor diizeylerinin de ¢ok kisa siire iginde azaldigi bildirilmistir.

Yapilan c¢alismalarda borun inhalasyon yoluyla absorbe edildigi gozlense de

herhangi bir toksik etki g6zlenmemistir.

1.1.5.1.3. Dermal yol ile absorbsiyon

Tavsan, sigcan, yeni dogan ve yetiskin insanlarla yapilan tiim ¢alismalarda borun
deri yoluyla absorbe edilmesi 6zellikle deride a¢ik yara bulunmuyorsa
minimum seviyede  oldugu bildirilmistir (Murray, 1995, WHO, 1998,
EVGM, 2002, U.S. EPA, 2004).

1.1.5.2. Borun viicuttaki dagilim

Absorbe edilen bor, viicut sivisi boyunca pasif diflizyonla ¢ok hizli bir sekilde
dagilmaktadir (Murray, 1995, IPCS, 1998, EVGM, 2002, EFSA, 2004). Cesitli
doz seviyelerinde alinan bor, insan ve hayvanlarin doku ve organlarinda borun 0,05
ve 0,6 mgkg (yas agirlik) arasinda degisen konsantrasyonlarda dagilirken
kemiklerde daha yiiksek bir degerde bulunmaktadir (EVGM, 2002, EFSA, 2004,).
Bor viicut sivisi boyunca diizenli olarak dagilirken kemik, tirnak ve killarla (4,3 ile
17,9 ppm) karaciger dalak gibi organlarda c¢ok diisikk konsantrasyonlarda
birikebilmektedir (Moseman, 1994, EVGM, 2002, Devirian ve Volpe, 2003, EFSA,

2004). Insan viicudunda toplam bor konsantrasyonu 3 ile 20 mg arasinda

degismektedir (Devirian ve Volpe, 2003).

Normal memeli doku ve sivisinda diisiik konsantrasyonlarda bulunan (0,02 —0,5
mg/g) bor, biyomolekiillerle etkilesim i¢cinde degildir (Woods, 1996). Genellikle
monomerik borik asit (B(OH);) ve tetrahidroksiborat anyonu (B(OH)s) seklinde
bulunmaktadir (Woods, 1996, IPCS, 1998, EVGM, 2002, U.S. EPA, 2004). Borik



asit zayif bir asit (pKa 9,2) (Woods, 1996, IPCS, 1998, WHO, 1998, Cherrington ve
Chernoff, 2002, EVGM, 2002, EFSA, 2004, U.S.EPA, 2004) oldugundan insan
kaninda >% 98 oraninda serbest formda borik asit ve <% 2 oraninda borat

anyonu seklinde bulunmaktadir (Woods, 1996, Devirian ve Volpe, 2003,

U.S. EPA, 2004).

Bor bilesikleri, insan ve hayvan plasentasindan ge¢me Ozelliklerine de

sahiptirler (IPCS, 1998, EFSA, 2004,).

1.1.5.3. Bor metabolizmasi

Bor oksijene ¢ok giiclii bir bag ile baglidir (B-O). Bu bagin kopmast i¢in ancak
laboratuar kosullar1 altinda saglanabilecek ¢ok yiiksek bir enerjiye (523 kj/Mol)
gereksinim duyuldugundan borat bilesiklerinin insanlarda ve hayvanlarda metabolize
olma olasilig1 oldukca diistiktiir (IPCS, 1998, Murray ve Andersen, 2001, Vaziri ve
ark., 2001, EVGM, 2002, EFSA, 2004, U.S. EPA, 2004). Diisiik konsantrasyonlarda
ve fizyolojik pH’ larda inorganik boratlarin absorbe edilmeden o6nce mukozal
ylzeylerin sulu katmanlarinda borik aside doniistiiriilmesi (EVGM, 2002, EFSA,
2004) ve borik asidin (>% 90) degismemis olarak idrarda goriilmesi borik asidin

metabolize olmadiginin bir gostergesidir (Murray, 1995, IPCS, 1998, Murray

ve Andersen, 2001, EVGM, 2002, EFSA, 2004, U.S. EPA, 2004 HERA, 2005).

Hidroksil, amino ve tiyol gruplarma karsi affinitesi yiiksek olan borik asit,
mono-, di- ve poli hidroksil gruplarini iceren organik bilesiklerle ester baglar ile
baglanarak cesitli kompleksler olusturabilmektedir (ATSDR, 1992, Woods, 1996,
IPCS, 1998, U.S. EPA 2004). Seker, polisakkarit, adenozin-5-fosfat, pridoksin,
riboflavin, dehidroaskorbik asit ve piridin niikleotidleri iceren organik bilesiklerle
kompleks olusturabilen bor (Gregory ve Kelly, 1997, Boron Monograph, 2004)
kompleks olusumunu konsantrasyonuna bagli olarak geri doniisiimlii olusturur

(U.S.EPA, 2004).
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1.1.5.4. Borun viicuttan atilimi

Boliim 1.1.5. ve boliim 1.1.5.3.” te anlatildig1 gibi inorganik borat bilesikleri viicutta
borik asit formunda bulunarak metabolize olmadan atilirlar. Bundan dolay1 borik asit
idrarda belirlenen tek bor bilesigi olup alinan borat dozunun >% 90 miktar1 idrarda
gbzlenir (IPCS, 1998, EVGM, 2002, EFSA, 2004). Bor basta idrarla olmak iizere
ter, solunum, salya ve fegesle de atilmaktadir (Jansen ve ark., 1984a, Schou ve ark.,
1984, Boron, monograph, 2004). Oral yolla alinan dozun indikatorii olarak idrardaki
bor gz Oniline alinmaktadir (EVGM, 2002, Devirian ve Volpe, 2003). Bor, viicuda
hangi yolla alinirsa alinsin % 92 -96° s1 alindiktan 96 saat sonra hi¢ degismeden

idrarla atilmakta (Jansen ve ark., 1984a, U.S. EPA, 2004) ve 3 — 7 giin i¢inde de

viicuttan tamamen elimine olmaktadir (C6l ve Col, 2003).

Eliminasyon yolu ve yarilanma omriinii igeren eliminasyon kinetigi, insanlarda
ve sicanlarda benzerlik gdéstermektedir (IPCS, 1998, EVGM, 2002, U.S. EPA, 2004
HERA, 2005). Ancak sicanlarda glomerular filtrasyon orani insanlara gore daha
yiiksek oldugundan borun siganlardaki renal klerans: insanlara gore 3 -4 kat daha
hizli olmaktadir. Bundan dolay1 borun sigcanlardaki yarilanma émrii (14 -19 saat)
insanlara gore (24 saat veya daha kisa siirede) daha kisa siirede olmaktadir (Jansen

ve ark., 1984a, Schouveark., 1984, EVGM, 2002, Boron monograph, 2004,

EFSA, 2004, HERA, 2005, Yazbeck ve ark., 2005).

Borun diisiik konsantrasyonlarda da olsa kemiklerde birikmesi; kemiklerdeki
eliminasyon kinetiginin yumusak dokulardaki ve viicut sivilarindaki eliminasyon
kinetiginden farkli bir sekilde ger¢eklesmesine neden olmaktadir (Chapin ve

ark., 1997, IPCS, 1998, EVGM, 2002, EFSA, 2004).
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Cizelge 1.3. Insanlarda ve sicanlarda inorganik borat bilesiklerin toksikokinetik
Ozelliklerinin 6zeti (HERA, 2005).

Absorbsiyon e Oral ve (solunuma uygun
partikiillerin) inhalasyon yolu ile
kolay bir sekilde absorbe edilirler.

e Deride agik yara yoksa dermal
absorbsiyon olmaz.

Dagilim e Viicut siwvist boyunca hizli bir
sekilde dagilirlar.

e Dokularda birikmezler.

Metabolizma e Metabolize olmazlar

e Tiim kanda baglica borik asit olarak
bulunurlar.

Atilim e Yarilanma Omri < 24 saat

e (Viicut agiliklart karsilastirilarak)
sicanlardaki renal klerans insanlara
gore yaklasik olarak 3 kat daha hizl
bir sekilde olmaktadir.

e Idrarla hemen hemen tamami atilir.

1.1.6. Borun giinliik olarak alim

Insanlar, bora en fazla gida ve icme suyu ile maruz kalmaktadirlar (Anderson ve ark.,
1994, Coughlin, 1998, TPCS, 1998, Meacham ve Hunt, 1998, Rainey ve Nyquist
1998, IPCS, 1998, EVGM, 2002, Col ve Col, 2003, EFSA, 2004). Gida ile

bora maruz kalma suile maruz kalmaya gore daha fazla 6nem tasimaktadir.

Yiiksek oranda bor iceren yiyecekler; yesil yaprakli sebze ve meyveler, findik-
ceviz gibi sert kabuklu yemisler, baklagiller, avokado ve mantarlardir. Sarap, elma
sarab1 ve bira gibi icecekler de yiiksek oranda bor iceren igeceklerdir. Et, balik, siit
ve siit liriinleri gibi gidalar da nispeten diisiik oranda bor igeren gidalardir (Naghii
ve ark., 1996, IPCS, 1998, Samman ve ark., 1998, Murray ve Andersen, 2001,
Cherrington ve Chernoff, 2002, EVGM, 2002, Devirian ve Volpe, 2003, EFSA,
2004).
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Kurutulmus meyveler, baklagiller, findik-ceviz gibi sert kabuklu yemisler ve
avokado 1,0 -4,5 mg bor/100 g; taze meyve ve sebzeler ve bal 0,1 -0,6 mg bor/100 g;
et, balik, siit ve siit {irlinleri 0,01 -0,06 mg bor/100 g oranlarinda bor icermektedirler

(Naghii ve ark., 1996, Devirian ve Volpe, 2003, Boron Monograph, 2004).

Cizelge 1.4. Borun giinliik olarak alimi.

Ulke Cinsiyet Diyet ile alinan Kaynak
miktar
(mg B/giin)

ABD Erkek 1,52 +0,38 Iyenger ve ark,
1988

ABD Erkek 1,21 £0,07 Anderson ve ark.,
1994

Kanada Bayan 1,33 +0,13 Clarke ve Gibson,
1988

Avustralya Bayan 2,16 £1,1 Saman ve ark., 1998

Avustralya Erkek 228+1,3 Saman ve ark., 1998

Yukaridaki ¢izelgede goriildiigii gibi diyet ile alinabilecek bor miktar1 {ilkeler
arasinda farklilik gostermektedir ki bu farklilik bireyler arasinda da olmaktadir. Buna
karsilik insanlarin diyet ile alabilecekleri ortalama miktar 1,5 -3,0 mg B/giin olarak
aciklanmistir (Nielsen ve ark., 1987, Devirian ve Volpe, 2003). Gida haricinde su,
hava ve kozmetik iiriinlerle de bora maruz kalabilen insanlar, sudan giinde 0,2 -0,6
mg bor; havadan giinde 0,44 pg bor ve kozmetik iiriinlerden maksimum 0,47 mg bor
alabilmektedirler (IPCS, 1998, EVGM, 2002, EFSA, 2004, Yazbeck ve ark.,
2005). Tim bu degerlerin toplanmasiyla elde edilecek olan deger asagida The Food
and Nutrition Board of the Institute of Medicine (2001) ve The Institute of
Medicine (IOM, 2002) tarafindan agiklanan degerden daha yiiksek bir deger
olmamakla birlikte insanin almasi gereken doz araliginda bulunmaktadir. Bundan

dolay1 insanlar normal kosullar altinda bora maruz kaldiklarinda herhangi bir
toksik etki olusturmaz sonucuna ulasabiliriz.
The Food and Nutrition Board of The Institute of Medicine (2001) ve The

Institute of Medicine (IOM, 2002), Bor un; yetiskinler tarafindan alinabilecek tist

siirmi 20 mg B/giin olarak agiklamiglardir.
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1.1.7. Borun fizyolojik etkileri

Glniimiize kadar yapilmis olan ¢aligmalar borun insan ve hayvanlar i¢in diyetle
alinabilen esansiyel bir komponent oldugunu gostermektedir (Murray, 1995,
Penland, 1998, EVGM, 2002, Devirian ve Volpe, 2003) ki; Nielsen (1992),

insanlarin giinde en az 1 mg bor almalar1 gerektigini aciklamigtir.
Borun fizyolojik etkilerini 6grenmek amaciyla; borun

e Oksidatif stress iizerine olan etkileri

e Micronutrient metabolizmasi iizerine olan etkileri

e Steroid hormon metabolizmasi tizerine olan etkileri

e Romatoid artrit iizerine olan etkileri

e Beyin fonksiyonlar1 lizerine olan etkileri

ile ilgili calismalar yapilmistir.

1.1.7.1. Borun oksidatif stress iizerine olan etkileri

Siiperoksit radikali (Oy"), hidroksil radikali (HO") ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi
reaktif oksijen radikalleri hiicrelerde detoksifiye edilemeyecek kadar fazla miktarda
olustuklarinda hiicrelerde oksidatif stress meydana gelmektedir (Ercal ve ark. 2001).
Reaktif oksijen radikalleri hiicrelerdeki DNA, lipit ve protein gibi makromolekiillerle
etkileserek hiicrelerde irreversibl bozukluklar olusturabilmektedirler (Ercal ve ark.
2001). Hiicrelerde reaktif oksijen radikallerini detoksifiye edebilen antioksidanlardan
biri olan indirgenmis glutatyon (GSH) oksidatif stres esnasinda hizla oksitlenerek
miktar1 azalmaktadir (Shan ve ark., 1990). Oksitlenmis glutatyonun (GSSG) yeniden
indirgenmesi i¢in nikotinamid adenin diniikleotid fosfata (NADPH) gereksinim
duyulmaktadir. Borun buradaki etkili rolii NADPH seviyelerinin diizenlenmesinde
olmaktadir (Devirian ve Volpe, 2003). NADPH, hiicrelerde indirgenmis glutatyon
(GSH) miktarin1 artirarak oksidatif stresi buna bagli olarak da oksidatif hasarlar

azaltabilmektedir.



14

1.1.7.2. Borun micronutrient metabolizmasi iizerine olan etkileri

Bor kalsiyum, fosfor, vitamin D, magnezyum, molibden, aliiminyum gibi cesitli
micronutrientlerin metabolizmasinda regulatér bir rol oynamaktadir (Devirian ve
Volpe, 2003). Bor 6zellikle saglikli bir kemik yapisinin olugsmasinda son derece
onemli rol oynayan magnezyum, vitamin D, fosfor, kalsiyum minerallerinin

metabolizmasini olumlu yonde etkilemektedir (Naghii ve Samman, 1993, Gregory

ve Kelly, 1997, EVGM, 2002, Devirian ve Volpe, 2003,

Menapoz sonrasi osteoporoz goriillen kadinlarin serumlarindaki kalsitonin
seviyeleri diger insanlara gore daha yliksek seviyede bulunmaktadir. Serumda
kalsitonin seviyelerin yiiksek olmasi kalsiyum atilimimni artirmaktadir. Bor giinlitk
olarak yeterli miktarda alindiginda serumdaki kalsitonin seviyesi diismekte ve buna
baglh olarak da kalsiyum kayb1 azalmaktadir (Hunt, 1996, Gregory ve Kelly,
1997, Devirian ve Volpe, 2003).

Borun microniitrient metabolizmasini olumlu yonde etkilemesi ve serumdaki
kalsitonin seviyesini diisiirmesi borun osteoporoz  olusumunun Onlenmesinde
onemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Hunt, 1996, Gregory ve

Kelly, 1997, Devirian ve Volpe, 2003).

1.1.7.3. Borun steroid hormon metabolizmasi tizerine olan etkileri

Gliniimiize kadar yapilmig olan ¢alismalar borun steroid hormon metabolizmasini
olumlu yonde etkiledigini gostermektedir (Nielsen ve ark., 1987, Naghii ve Samman,
1997, Samman ve ark, 1998, Devirian ve Volpe, 2003). Bor, hidroksilasyon
reaksiyonlart ile steroid hormon metabolizmasini etkileyerek bu hormonlarin hizl bir

sekilde degradasyona ugramasini oOnler (Gregory ve Kelly, 1997, Devirian ve
Volpe, 2003, Boron, monograph, 2004)
Steroid metabolizmasi ile ilgili Nielsen ve ark. (1987) tarafindan yapilmis olan

bir ¢alismada menopoz sonrasi donemde 7 hafta boyunca giinde 3 mg bor kullanan

kadinlarda 17-8 estradiol hormonun 6nemli oranda arttigi gézlenmistir. Steroid
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hormon seviyelerin yilikselmesi kalsiyum atilimini1 azaltmaktadir. Bundan dolay1

borun giinliik olarak yeterli miktarda alinmasi osteoporoz goriilen bayanlar ig¢in

biliylik O6nem tasimaktadir (Devirian ve Volpe, 2003).

1.1.7.4. Borun romatoid artrit iizerine olan etkileri

Bor, T hiicrelerinin aktivitesini azaltarak ve serumdaki antikor konsantrasyonlarini
diizenleyerek  artirit sonucu  olusacak olumsuz  etkileri  azaltmaktadir

(Devirian ve Volpe, 2003, Boron, monograph, 2004).

Romatoid artrit ile ilgili yapilan ¢aligmalarda icme suyunda, toprakta, meyve ve
sebzelerde daha yiiksek oranda bor igeren bolgelerde gozlenen artrit vakalarinin bor
konsantrasyonu daha diisiik olan bolgelere gore daha az oldugu bildirilmistir
(Newnham, 1991, Gregory ve Kelly, 1997, Devirian ve Volpe, 2003) Artritik

kemiklerin, saglikli kemiklere gore daha diisiik oranda bor igermeleri bu bul-

guyu destekler niteliktedir (Devirian ve Volpe, 2003).

1.1.7.5. Borun beyin fonksiyonlari iizerine olan etkileri

Diisiik miktarda bor alimi; el-géz koordinasyonu, algima, dikkat, kisa ve uzun siirede
olaylar1 ve durumlar1 hatirlama gibi performanslar, yiiksek miktarda bor alindiginda

goriilen performansa gore daha zayif olmaktadir (Penland, 1994, Gregory ve

Kelly, 1997, Devirian ve Volpe, 2003, Boron Monograph, 2004).

Insanlarda yapilan &lgiimlerle diyetle alman bor miktar1 azaltildiginda
elekroensefalogram (EEG) aktivitesinin de azaldigi gézlenmistir (Penland, 1998,
EVGM, 2002, Devirian ve Volpe,2003).

Bor yeterli miktarda alinmasi ile;
e Serumdaki kalsitonin seviyesi diismekte

e Steroid hormonlarin (8strojen, testosteron) konsantrasyonlar yiikselmekte



16

e Yukaridaki her iki duruma bagli olarak plazmadaki kalsiyum seviyesi

yiikselirken atilim1 azalmakta

e Magnezyum ve vitamin D’ nin eksikligi sonucu olusacak olumsuz etkiler

indirgenmektedir.

Tiim bu sonuglar 06zellikle osteoporoz goriilen bayanlarda kemik yapisini

korumada 6nemli rol oynayan minerallerin seviyelerinin yiikselmesinde ¢ok biiyiik

etkileri bulunmaktadir (Devirian ve Volpe, 2003).

Bor antioksidant 6zelligi ile ateroskleroz hastaliginin 6nlenmesinde de etkili bir

rol oynamaktadir (Naghii ve Samman, 1996, Devirian ve Volpe, 2003,).

1.2. Bor Toksisitesi

Insanlarda ve hayvanlarda borik asit kisa siirede viicuttan uzaklastirildigindan toksik
etkisini yliksek miktarda maruz kalindiginda gostermektedir (Devirian ve Volpe,
2003). Borun tek doz olarak alindiginda oldiiriicii olma olasilig1 oldukc¢a diistiktiir.
Ancak bireylerde kan dolasim bozuklugu, bobrek yetmezligi bulunuyor ise 6liim,
yiiksek doz alindiktan sonra birka¢ giin i¢inde goriilmektedir (Devirian ve Volpe,

2003).

Bor zehirlenmesi ile ilgili bircok vaka raporu bulunmaktadir. Bunlar arasinda en

spesifik vakalar sunlardir;

Bir vaka raporunda 34 haftalik hamile bir bayanin kazara 70 gr borik asidi oral
yolla almast sonucu 2 saat i¢inde diisiik yaptig1 bildirilmistir. Fetlisiin kalp durmasi

ve dolagim bozuklugu sonucu 6ldiigii diisiiniilmektedir (Fail ve ark., 1998).

Diger bir vaka raporunda ise 24 gr iizerinde borik asit alarak intihar girisiminde
bulunan 44 yasindaki bir bayanda borik asidi alimindan sonra 2 giin boyunca

eksfolyatif dermatit ve mide bulantis1 goriildiigii ve siv1 terapisiyle hastanin kurtaril-

dig1 bildirilmistir (Fail ve ark., 1998).

Borik asidin rapor edilen en diisiik letal dozu; oral maruziyette 640 mg/kg;

dermal maruziyette 8600 mg/kg; intravendz injeksiyon ile 29 mg/kg olarak
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bildirilmistir (WHO, 1998, EVGM, 2002, U.S. EPA, 2004,). Oral olarak borik aside
maruz kalindiginda borik asidin potensiyel letal dozu genellikle yetiskinler icin 15
-20 gr, cocuklar icin 5 -6 gr ve bebekler i¢cin 2 -3 gr olarak bildirilmistir (EVGM,
2002, EFSA, 2004, U.S. EPA, 2004).

Bora akut olarak maruz kalindiginda kusma, mide bulantisi, ishal ve karin agrist
basta olmak lizere konviilsiyon, yiiksek ates, merkezi sinir sisteminde bozukluk,
renal tiibiillerde hasar, deride kizariklik, sarilik ve  karaciger fonksiyonunda
anormallikler gibi semptomlar goriiliirken kronik olarak maruz kalindiginda
anoreksi, halsizlik, anemi, alopesi, dermatit, konviilsiyon ve gastrointestinal
rahatsizlik gibi semptomlar goriilmektedir (Gregory ve Kelly, 1997, Devirian ve
Volpe, 2003, Boron, monograph, 2004, U.S.EPA, 2004).

1.2.1. Genotoksisite calismalari

Borun genotoksik etkilerini test etmek amaciyla yapilmis bir¢ok standart
genotoksisite ve mutajenite testleri bulunmaktadir (¢izelge 1.5.). Uygulanan standart
genotoksisite ve mutajenite testleriyle borik asidin bakteriyel ve memeli sistemlerde
mutajenik ve genotoksik bir etkisi olmadig1 sonucuna ulagilmaktadir. Ancak bugiine
kadar bor maruziyetinin insanlar iizerindeki genotoksik etkilerinin yer aldigi bir

calismaya rastlanmamamaistir.



Cizelge 1.5. Borun genotoksik etkileri ile ilgili ¢aligmalar.
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Kimyasal | Test Test Ortami1 KC S-9 Sonug Kaynak
Fraksiyonu
Borik Asit | Mutasyon testi | Escherischia “negatif” Szybalski,
Coli Sd-4 1958
Borik Asit | Mutasyon testi | Salmonella +/- “negatif” | NTP,
Typhimurium 1987
Borik Asit | Unscheduled F344 Sigan Bakke,
DNA s'entem hepatositleri “negatif’ 1991
indiiksiyonu
Borik Asit | Fare Lenfoma | L5178Y Fare NTP,
mutasyon testi 1ef1foma. +/- “negatif” 1987
hiicreleri
Borik Asit | Kromozom CHO +/- “negatif” NTP,
hasar testi Hiicrelerinde 1987
Borik Asit | SCE Frekansi CHO NTP,
Hiicrelerinde +/- “negatif’ 1987
Swiss-Webster
Borik Asit | MN testi Farel.erl.n qve.’ “negatif” O’Loughlin
Kemik iligi
Coe ,1991
eritrositlerinde
1.2.2. Bor maruziyetinin iireme (reproductive) ve gelisim (developmental)

bozuklugu iizerine olan etkileri

Hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalarda, borun asir1 veya diisilk miktarda alinmasi

sonucunda

1995).

gelisim ve {ireme Tlzerine etkili olabilecegi gosterilmistir (Murray,

1.2.2.1. Bor maruziyetinin gelisim bozuklugu iizerine olan etkileri

Borun gelisim toksisitesini 6grenmek amaciyla tavsan, fare ve sicanlar iizerinde
yapilmis olan ¢aligmalar ile en hassas tiiriin si¢an oldugu agiklanmistir (¢izelge 1.6.)
(Murray, 1995, Price ve ark., 1996a, IPCS, 1998, Pahl, ve ark., 2001, HERA, 2005).
Bor toksik etkisini 6zellikle gelisen fetiis lizerinde gostermektedir (U.S. EPA, 2004).

Borun gelisim toksisitesini degerlendirmek amaciyla yapilmis olan c¢aligmalar

arasinda en fazla Price ve Heindel’ in yaptig1 c¢aligsmalar bulunmaktadir. Price ve ark.
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(1994, 1996a) tarafindan yapilan bir ¢alismada sicanlar borik aside maruz
birakildiklarinda dogum oncesi ve dogum sonrasi olusabilecek etkileri
degerlendirmek amaciyla iki sathada yiiriitiillen calismada; I. safthada borun
teratojenik etkileri, II. sathada dogum sonrasi borun gelisim {izerine olan etkileri
incelenmistir. 1. sathada sicanlar hamilelikleri boyunca (0-20 giin), II. sathada ise
yavrular lizerindeki etkileri degerlendirmek amaciyla dogumdan sonraki 21. giine
kadar degerlendirmeye alinmistir. I. sathada sicanlar hamilelikleri boyunca (0-20
giin) oral yolla 3,3 ; 6,3 ; 9,6 ; 13,3 ve 25 mg B/kg/glin borik aside maruz
birakilmiglardir. Maruz kalinan 13,3 ve 25 mg B/kg/giin dozlarda hamilelik sonrasi
dogan yavrularin agirliklarinin kontrol gruplarina gore daha diisiik oldugu ve
kemiklerdeki malformasyonlarin (13. kaburga kemiginin kisalmasi ve kaburga
kemiklerin dalgali olmasi) arttig1 gézlenmistir. Bu calismada fetiisteki kilo kaybi
temel alinarak NOAEL 9,6 mg B/kg/giin ve LOAEL 13,3 mg B/kg/glin oldu -
gu belirtilmistir.

II. safhada siganlar 3,2 ; 6,5 ; 9,7; 12,9 ve 25,3 mg B/kg/giin dozlarina maruz
kalmiglardir. Caligma sonunda yavrularin viicut agirliginin degismedigi, dalgali
kaburga kemigi ve ekstra kaburga kemigin olugsmadig yalnizca 25,3 mg B/kg/giin
dozunda kisalmis XIII. kaburga kemigine sahip yavrularin yilizdelerinde bir artisin

oldugu bildirilmistir.

Farelerle yapilan g¢alismalarda da benzer sonucglar alinmistir. Heindel ve ark.
(1994, 1992) tarafindan fareler hamilelikleri boyunca (0-17) oral yolla 0 ; 43,4 ; 79
ve 175,3 mg B/kg/giin dozlara maruz birakilmiglardir. Calismanin sonunda hamile
kalma oranlarinin etkilenmedigi yalnizca 79 ve 175,3 mg B/kg/giin dozlarda fetiisteki
malformasyonlarin (13. kaburga kemigin kisalmasi ve kaburga kemigin dalgali
olmasi) kontrol gruplarina gore arttigr bildirilmistir. Bu c¢aligmada fetiisteki kilo
kayb1 temel alinarak NOAEL 43,4 mg B/kg/giin ve LOAEL 79 mg B/kg/giin
oldugu belirtilmistir.

Borik asidin tavsanlardaki gelisim bozuklugu {izerine olan etkilerini tespit etmek
amaciyla yine Price ve ark. (1996b) tarafindan yapilan bir ¢alismada tavsanlar
hamileliklerinin 6 -19 giinlerinde (organogenezis) oral yolla 0, 11, 22 ve 44 mg

B/kg/giin dozlarina maruz birakilmiglardir. Calismanin sonunda en yiiksek doza (44
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mg B/kg/glin) maruz kalan tavsanlarda dogum 6ncesi 6liim oraninda ve Olii fetiise
sahip disilerin sayilarinda bir artisin oldugu gézlenmistir. Tavsanlarda en sik goriilen
anomaliler interventrikiiler septal defektleri i¢eren kardiyovaskiiler malformasyon-
lardir. Bu c¢alisma i¢in NOAEL 22 mg B/kg/giin ve LOAEL 44 mg B/kg/giin
oldugu belirtilmistir.

9,6 mg B/kg/glin NOAEL degeriyle en hassas tiiriin sican oldugu goriilmektedir
(cizelge 1.6.). Insanlara en yakin tiir yine siganlardir. Bundan dolayr borik asidin
insanlarda gelisim bozukluguna neden olabilecek dozlarinin degerlendirilmesinde

sicanlardaki NOAEL degeri géz oniine alinmaktadir.

Borik asidin gelisen fetiis iizerine etkileri; mitozu inhibe etmesi ve kemik
dokusuna dogrudan baglanmasiyla kemiklerde malformasyonlara neden oldugu

seklinde agiklanmaktadir (Fail ve ark., 1998, U.S. EPA, 2004).

Cizelge 1.6. Borun gelisim bozuklugu iizerine olan etkileri igin NOAEL ve LOAEL

degerleri.
Tiir NOAEL? LOAEL® LOAEL degerinde Kaynak

mgB/kg/giin | mgB/kg/giin gdzlenen etkiler

Fetiiste kilo kaybi;

Sican 9,6 13,3 kemiklerde Price ve ark.,
malformasyon 1996a, 1994
kemiklerde

Fare 434 79 malformasyon Heindel ve ark.,

1992
Kardiyovaskiiler
Tavsan 22 44 malformasyon Price ve ark., 1996b

“NOAEL (no observed adverse effect level, higbir advers etkinin gézlenmedigi diizey);
"LOAEL (lowest observed adverse effect level, gozlenen en diisiik advers etki diizeyi).

1.2.2.2. Bor maruziyetinin iireme bozuklugu iizerine olan etkileri

Boraks ve borik asit ile kopek, fare ve sigan gibi deney hayvanlari {izerinde yapilan
subkronik ve kronik c¢alismalarla borat bilesiklerinin erkeklerde ozellikle iireme

sistemi lizerine toksik etki olusturabilecegi gosterilmistir.

Dixon ve ark. (1976) tarafindan yapilan bir ¢alismada erkek sicanlar boraksa

akut olarak 0, 45, 150 ve 450 mg B/kg dozlara oral yolla maruz birakildiklarinda
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fertilite {lizerine herhangi bir toksik etki ile testislerde herhangi bir lezyon
gozlenmemistir. Bu ¢alisma i¢in NOAEL 450 mg B/kg olarak tespit edilmistir. Yine
Dixon ve ark. (1976) tarafindan erkek siganlar {izerinde yapilan baska bir ¢alismada
sicanlar subkronik olarak boraksa (90 giin) 0 ; 0,045 ;0,14 ve 0,84 mg B/kg/giin
dozlarda igtikleri su ile maruz birakilmiglardir. Caligmanin sonunda boraksin lireme
tizerine herhangi bir toksik etkisi gézlenmemis; folikiil stimiile edice hormon (FSH)
ve Liiteinize edici hormonlarin (LH) plazma diizeyleri ile viicut ve testis
agirliklarinda da herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Hayvanlara verilen en yiiksek
dozda (0,84 mg B/kg/giin) dahi toksik etki gézlenmediginden en yiiksek doz (0,84
mg B/kg/giin) bu ¢alismanin NOAEL degerini olusturmaktadir. Her iki ¢alismada
dikkat edilmesi gereken nokta verilen dozlarin yiiksek oldugu halde borik asidin

tireme sistemi tizerine herhangi bir toksik etkisinin goriillmemis olmasidir.

Weir ve Fisher (1972) tarafindan yapilmis olan multijenerasyon caligmasinda
erkek ve disi sicanlar boraks ve borik aside 0, ; 5,9 ; 17,5 ve 58,5 mg B/kg/giin
dozlarda diyet ile maruz birakildiklarinda 5,9 ve 17,5 mg B/kg/giin dozlarda iireme
sistemi lizerinde herhangi bir toksik etki gézlenmezken 58,5 mg B/kg/giin doza
maruz kalan tiim hayvanlarin steril oldugu goriilmiistiir. Erkek sicanlarda testislerde
atrofi ve sperm sayisinda azalma; disilerde ise ovulasyonda azalma goézlenmistir.
Weir ve Fisher (1972) tarafindan boraks ve borik asit ile erkek sicanlar {izerine
yapilmis olan kronik calismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Yine 0, ; 5,9 ;
17,5 ve 58,5 mg B/kg/giin dozlarla yapilmis olan kronik ¢alismada timor
gbzlenmezken 58,5 mg B/kg/giin doza maruz kalan hayvanlarda testislerde atrofi
gozlenmistir. Her iki ¢alisma da NOAEL 17,5 mg B/kg/giin ve LOAEL 58,5 mg
B/kg/giin olarak tespit edilmistir.

Ku ve ark. (1993a) tarafindan lezyon gelisimi ile testislerdeki bor
konsantrasyonlarini karsilastirmak amaciyla yapilmis olan bir calismada sicanlar
borik aside 0, 3000, 4500, 6000 ve 9000 ppm (0, 26, 38, 52 ve 68 mg B/kg/giin)
dozlara 9 hafta boyunca oral yolla maruz birakildiklarinda 3000 ve 4500 ppm
dozlarda sperm olusumunun inhibe edildigi gozlenirken 6000 ve 9000 ppm dozlarda
atrofinin olustugu gozlenmistir. Testis dokusunda biriken ortalama bor diizeyi 5,6
ug B/g sperm olusumunun inhibe edilmesine; 11,9 pg B/g diizeyi de atrofinin

olusmasina neden olan bor diizeyleri olarak saptanmistir. Bu ¢alisma i¢in LOAEL 26
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mg B/kg/giin olarak belirtilmistir. Bu ¢alismaya takiben Ku ve ark. (1993b), in vivo
olarak borik asidin atrofiye neden oldugu ayn1 konsantrasyonlariyla testis hiicrelerini
in vitro olarak maruz birakarak farkli bir calisma yapmislardir. Yapilan ¢aligmada
borik asidin erken evrede germ hiicrelerin olusmasini ve olgunlagmasini olumsuz

olarak etkiledigi gézlenmistir.

Boraks ve borik asitin lireme {izerine olan toksik etkileri kopeklerde de
calistlmistir. Yapilmis olan c¢alismalar da borat bilesiklerinin testis {izerine toksik
etkiye neden oldugu gosterilmistir (Weir, 1966a,b, 1967a,b, Weir ve Fisher, 1972).
Ancak deneylerde kullanilan kdpek sayisinin yeterli sayida olmamasi ve olusan
etkilerin kontrol gruplarinda da goriilmiis olmas1 kopeklerden elde edilen verilerin

giivenilir olmadig1 sonucuna varilmasina neden olmustur.

Cizelge 1.7. Borun iireme bozuklugu iizerine olan etkileri icin NOAEL ve LOAEL
degerleri.

Tiir Maruziyet NOAEL LOAEL Referans
mgB/kg/giin mgB/kg/giin

Sigan Akut 450 * - Dixon ve
ark., 1976

Sigan Subkronik 0,84 - Dixon ve
ark., 1976

Sigan Multijenerasyon 17,5 58,5 Weir ve
Fisher, 1972

Sigan 2 yil 17,5 58,5 Weir ve
Fisher, 1972

Sigan 9 hafta - 26 Ku ve ark,
1993a

Fare stirekli cogalma 27 111 Fail ve ark.,
1991

Kopek 2yl 10,2 39,4 Weir,
1966a,b;
1967a,b

Kopek 38 hafta - 29,2 Weir ve
Fisher, 1972

Kopek 2 yil - 8,8 Weir ve
Fisher, 1972

“Maruziyet akut oldugundan kullanilan doz birimi mg B/kg dur.

Borik asit maruziyetinin lireme iizerine toksik etkileri konusunda yapilmig olan
tim c¢alismalar ile borik asidin ¢ok yiiksek dozlarda maruz kalindiginda {ireme
sistemi tizerine toksik etkiye neden oldugu; bor maruziyetine ara verildiginde diisiik

dozlarda olusan etkilerin kayboldugu; borun iireme sistemi {izerindeki etki
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mekanizmasi tam olarak bilinmemesine karsilik mevcut verilerle borun sertoli
hiicrelerini etkileyerek spermlerin olgunlasmasini ve serbest kalmasini olumsuz

yonde etkiledigi sonucuna varilmaktadir.

1.2.3. Kronik ¢calismalar

U.S. EPA, kimyasal maddeleri karsinojenik etkilerine gore 5 grup altinda
siniflandirmistir. Bunlar;
e Grup A: Insanda karsinojenik etki gdsterenler (human carcinogen)
e Grup B: Insanda karsinojenik etki olasilign olanlar (probable human
carcinogen, B1 ve B2 olarak ikiye ayrilmaktadir)
e Grup C: Insanda muhtemelen Kkarsinojenik olanlar (possible human
carcinogen)
e Grup D: Insanda karsinojenik olarak smiflandirilmayanlar (not classifiable as
to human carcinogenicity)

e Grup E: Insanda karsinojenik etki gostermeyenler (evidence of non-
carcinogenicity for humans)

EPA bu 5 grup igerisinden borik asidi 1993 yilinda “ Grup E ”, 1994 yilinda da *
Grup D ” altinda smiflandirmistir ki ¢izelge 1.8.” de goriildiigli gibi hayvanlarla
yapilmis olan subkronik ve kronik ¢aligmalarda borun kanserojenik bir etkiye neden
olmadig1 ancak yliksek dozlarda bora maruz kalan erkeklerde borun 6zellikle tireme
sistemi tlizerine toksik etkiye neden oldugu goriilmektedir. Yapilmis olan kronik,
subkronik, genotoksik ve mutajenik etkiler (bolim 1.2.1.) ile ilgili tim ¢aligmalar

borun kanserojenik, genotoksik ve mutajenik etkisinin olmadig1 yoniindedir.

Kronik maruziyet ile ilgili yapilmis olan c¢alismalar ¢izelge 1.8.” de

goriilmektedir;



Cizelge 1.8. Borun kronik ve subkronik maruziyetleri ile ilgili yapilmis olan bazi ¢aligmalar (EVGM, 2002, IPCS, 1998).

Bilesik Doz” Etki Kaynak
(mg B/kg/giin)
Borik asit (farede , | Erkek fareler i¢in 0, | En yiiksek dozlarda (erkek fareler i¢in 563 mg B/kg/giin, disi fareler i¢in 776 mg | NTP, 1987
oral yolla,13 hafta) | 34, 70, 141, 281, | B/kg/giin) % 60 iizeri mortalite; 281 mg B/kg/giin dozda da % 10 oraninda
563; Disi fareler | mortalite (erkeklerde); 141 mg B/kg/giin dozda erkeklerde seminiferous
icin 0, 47, 97, 194, | tubullerinde dejenerasyon ve her iki cinste kilo kayb1 goriilmiistiir. Tiim maruz
388, 776" gruplarinda dalakta ekstrameduller haematopoiesis gozlenirken 563 ve 776 mg
B/kg/giin dozlarda midenin hiicre katinin kalinliginda artig gézlenmistir.
Borik asit (farede, | 0, 48, 96 En yiiksek dozda erkeklerde 32 haftadan sonra % 10, disilerde 52 haftadan sonra | NTP, 1987

oral yolla, 103 haf-
ta)

% 17 oraninda kilo kaybi gozlenmistir. Herhangi bir klinikal toksik etki

goriilmemistir. Yalnizca her iki dozda da testislerde atrofi goriilmiistiir.

Borik asit (Siganda

0 ; 22,7 ; 57 ve

Diisiik dozda biiylime {izerine inhibisyon gozlenmemistir. Ancak > 57 mg B/kg/

Preiffer ve

oral yolla, 30 giin) | daha yiiksek giin dozda biiyiimede yavaslama gdzlenmistir. Hematolojik etki veya histolojik | ark., 1945
dozlar® degisimler gbzlenmemistir.
Boraks (Si¢anda, | 0; 0,056 ; 0,28 ; 2,8 | 98. giinde disilerin tiim maruz gruplarinda pankreas/viicut oraninda azalma goézle - | Wang ve
oral yolla,198 giin) | ; 28° nirken 198.gilinde erkeklerde pankreas/viicut oraninda artis gdzlenmistir. ark., 1984
Borik asit (Sicanda | 0,95 ;3,65;5,2;9,9 | 5,2 ve 9,9 mg B kg/giin dozlarda kilo kayb1 goriilmiistiir. Diger toksik etkiler | Forbes ve
oral yolla, 8 hafta) degerlendirilmemistir. Mitchell,
1957

Boraks & 0;2,6:88 ;263 ;| Enyiksek dozda % 100 mortalite; 87,5 ve 26,3 mgB/kg /giin dozlarda testisler - | Weir ve

Borik asit (Siganda
oral yolla, 90 giin)

87,5;262,5°

de atrofi; 87,5 mg B/kg/giin dozda kilo kaybi ve karaciger, testis, bobrek ve da -
lak agirlhiginda diisiis gdzlenmistir. Daha diisiik dozlarda gozlenen kilo degisiklik-
leri verilen dozlara gére degismedigi gozlenmistir.

Fisher, 1972

24



Boraks &
Borik asit (Siganda
oral yolla, 2 y1l)

0;59;17,5;58,5"

58,5 mg B/kg/giin dozda her iki bor bilesigi biiylimeyi geciktirmistir. 58,5 mg
B/kg/glin dozda testis agirliginda ve testis/viicut agirlhik oraninda  diistis,
beyin/viicut agirligi ve beyin/tiroid agirlik oraninda artis; seminiferous epitelyu -
munda atrofi ve tubuller biiylikliglinde ise azalma gozlenmistir. Ancak daha
diisiik dozlarda herhangi bir toksik etki gézlenmemistir.

Weir ve
Fisher, 1972

Boraks & 31 Serumdaki glutamik okzalaasetik asit transaminaz (SGOT) ve serum glutamik | Verbitskaya,
Borik asit (Tavsan- piriivik transaminaz (SGPT) diizeylerinde artig, serum laktat dehidrojenaz ve al- | 1975

da oral yolla, 4 ay dolazda ilimli bir artis gozlenmistir. Katalaz ve amilaz diizeylerinde ise diisiis

boyunca haftada 5 gbzlenmistir.

giin)

Sodyum metaborat | 0, 095° Viicut agirliginda ve dmriin uzamasi iizerine herhangi bir etki gézlenmemistir. Schroeder ve

(Farede, oral yolla, Mitchener,
Omiir boyu) 1975
Borik asit (Kopek- | 0;1,4;2,9 ve 8,8 Testislerde atrofi gozlenirken timor gézlenmemistir. Weir ve

te, oral yolla, 104
hafta)

Fisher, 1972

Borik asit (K&pek-
te, oral yolla, 38
hafta)

0;29,2

Spermlerde hareketsizlik gézlenirken tiimor gézlenmemistir.

Weir ve
Fisher, 1972

*Borun molekiiler agirligi / bor bilesigine oranlanarak giinde viicut agiliginin kg agirlik bagina / mg olarak bor bilesigindeki dozun ¢arpilmasiyla

hesaplanmustir.

® Maruziyetin 4. haftasinda kontrol grubundaki erkekler i¢in 161 g/kg/giin; disiler i¢in 222 g/kg/giin degerlerindeki gida tiiketim degerleri temel

alinarak hayvanlara verilen dozlar tahmin edilmistir.
Yazarlar tarafindan rapor edilen 0,12 -0,14 ml/g degerlerindeki su tilketim degerleri temel alinarak hayvanlara verilen dozlar hesaplanmugtir.

4 Varsayilan 0,35 kg viicut agirligi kullanilarak hesaplannus ve giinliik olarak tiiketilen su miktar1 19,5 ml olarak rapor edilmistir.

25

*Viicut agirlig 0,35 kg ve siganlarda 0,049 giinliik su tiiketimi veya gida faktorii siganlarda 0,05 , kopeklerde 0,025 veya 0,03 kg viicut agirhigi ve
farelerde giinliik su tiiketimi 0,0057 referans degerleri varsayilarak dozlar hesaplanmistir.
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1.2.4. Epidemiyolojik ¢caliymalar

Borik asit maruziyeti ile ilgili yapilmis olan bazi epidemiyolojik caligmalar asagidaki
cizelge 1.9. ve g¢izelge 1.10.” da goriilmektedir. Bu caligmalarla borik asidin

insanlarda iireme {lizerine toksik etkisinin olmadig1 sonucuna varilmaktadir.

Cizelge 1.9. Yurt disinda yapilmis olan epidemiyolojik ¢aligmalarin sonuglari.

Yer Maruziyet Etki Kaynak

Amerika Inhalasyon 542 kiside; Fertilite
tizerinde etki yok. Kiz

(Borax madenleri) (Erkek madenciler) - Whorton ve ark. 1992,
cocuk dogumlari daha
1994a,b
fazla (ancak anlaml
degil)
Amerika Inhalasyon 68 kiside; Fertilite Whorton ve ark. 1992
(Kadin madenciler) tizerinde etki yok.

(Borax madenleri)

Kuzey L.bolge Oral (igme suyundaki | Dogum oram %o 13,49; | Yazbeck ve ark. 2005
Fransa bor konsantrasyonu;

0 - 0,09 mg/l)

6liim oran1 %o 9,82

I1. bolge Oral (igme suyundaki | Dogum oram %o 14,43;
bor konsantrasyonu;

- 0
0,1 - 0,29 mg/l) 6liim oran1 %o 9,26

II.bolge | Oral (igme suyundaki | Dogum orani %o 17,30;
bor konsantrasyonu

>0,3 mg/l)

6liim orant %o 8,83

111 bdlge igin elde edilen dogum oranlarinin, diger bolgelerden (I. ve II. bdlgeler) ve Fransa’nin
genel populasyonundan elde edilen degerlere gore daha yiiksek olurken 6liim oranlarinin da daha
diisik olmasi borun insanlar iizerinde olumsuz bir etkiye sahip olmadigt diisiincesini
desteklemektedir.

Diinyadaki en biiyiik bor yataklarina sahip iilke Tiirkiye’dir. Ulkemizde borun en
fazla oldugu iller ise Bursa, Eskisehir, Kiitahya ile Balikesir’in 6zellikle Bigadic
bolgesidir. Asagidaki cizelge 1.10° da goriildiigii gibi lilkemizde Sayli ve ark.
tarafindan borun en fazla oldugu bolgelerde reprodiiktif etkilerin incelendigi
calismalar yapilmistir. Yapilan ¢calismalarda gerek igme suyu ile gerek solunan hava
ile gerekse yiyecek ile yiliksek oranda bora maruz kalan insanlar ile birebir
gorlismeler yapilarak kendileri ve ailelerine yonelik bilgiler alinmistir. Anket ile
yapilmis olan ¢aligmalarda fertilite i¢in Olii olarak dogmayan bebek sayist g6z dniine
almmusgtir. Asagidaki ¢izelge 1.10° da goriilen her bir caligmadan elde edilen
infertilite oranlar1, yapilmis olan her bir ¢alisma i¢in secilmis kontrol bolgelerinden,

yurdun diger boélgelerinden ve yurdun disinda yapilmis olan c¢alismalardan elde
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edilen infertilite oranlarindan daha yiliksek bir degerde degildir. Yapilan bu
caligmalar ile borun iireme {iizerine olumsuz bir etkisinin olmadig1 sonucuna
ulagilmistir (Sayli ve ark., 1998a, Sayli, 1998b, Sayli ve ark., 2000, 2001, 2003).
Ancak boliim 1.2.2.2. ve ¢izelge 1.8.” de anlatildig1 gibi hayvanlar ile yapilmis olan
calismalarda, hayvanlar yiiksek oranda bora maruz kaldiklarinda borun o6zellikle
lireme sistemi iizerine olumsuz etkisi bulundugu bilinmektedir. Bundan dolay1
tilkemizde ve yurt disinda yapilmis olan epidemiyolojik ¢aligmalarda borun iireme
sistemi lizerine olumsuz etkileri goriilmemesine karsin hayvanlarda bu etkilerin
goriilmesi borun iireme iizerine etkileri konusunda bir tartigmanin yaganmasina
neden olmaktadir. Ancak unutulmamalidir ki hayvanlar ile yapilan calismalarda
verilen dozlar oldukca yliksek olup insanlarin bu dozlarda bora maruz kalma
olasiliklar1 oldukga diisiiktiir. Yine de giiniimiizde bu konu ile ilgili tartismalar halen

devam etmektedir.
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Cizelge 1.10. Bekir Sitki SAYLI yonetiminde {ilkemizde bor ile ilgili yiiriitiilmiis olan
bazi reprodiiktif ¢caligmalar*,

Yer Maruziyet Proband analiz | Pedigri analiz | Kaynak
sonuglari * sonuglar1”
Lbolge Oral (igme su - | 159 kiside; 1068 kiside; Sayli ve
(Balikesir) | (Iskele, yundaki bor | infertilite orami | infertilite orami | ark.,
Osmanca) konsantrasyonu; | % 1,25. %4,31. 1998a
2,05- 29 mg/l)
Bigadic Kiz ¢oguk
dogum sayis1
daha fazla
(E/K; 0,89)
(anlamli degil)
II.bolge Oral (igme su- | 154 kiside; 610 kiside;
(Degirmenci, | yundaki bor infertilite oran1 | infertilite orani
Bademli, konsantrasyonu; | % 3,25. % 4,43.
Kadikdy) 0,03 -0,4 mg/l)
Erkek ¢ocuk
dogum sayis1
daha fazla
(E/K; 1,04)
(anlaml degil)
Balikesir, Oral (igme su— | 916 kiside; 5934 kiside; Sayli,
yundaki bor | infertilite oran1 | infertilite oran1 | 1998b
Kiitahya, konsantrasyonu; | % 3,17. % 3,0.
0,05- 29 mg
Eskisehir B/1)
Oral (igme su- | 2197 kiside; 12891 kiside; | Saylive
Balikesir, yundaki bor infertilite oram1 | infertilite oran1 | ark.,
konsantrasyonu; | % 3. % 3,2. 2000
Bursa, 0,05 -29 mg
B/l)
Kiitahya, Oral - 2529 kiside; 14320 kiside; | Saylive
inhalasyon infertilite oran1 | infertilite oran1 | ark.,
Eskisehir % 3,1. % 3,2. 2003

“Proband: Aile analizi i¢in gerekli olan bilgiler, anketteki sorularin yanitlanmasi ile elde
edilmistir ki bu sorulari yanitlayan ve her biri bir aileyi temsil eden kadin veya erkege
proband denilmistir.

®Pedigri analizi: 3 jenerasyondan olusmaktadir. I. jenerasyon: Probandin ve proband esinin
ebeveyn kardeslerini; II. jenerasyon: Proband ve probandin esi ile birlikte her ikisinin
kardeslerini; IIl.jenerasyon: Proband ile esinin ve her ikisinin kardeslerinin c¢ocuklarini
temsil etmektedir.

*: Yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen infertilite oranlarinin hig biri anlamli degildir.
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1.3. Sitogenetik yontemler

DNA iizerinde hasarlarin olugsmasina neden olan kimyasal maddelere karsi
maruziyetin biyogoOstergesi olarak cesitli sitogenetik yontemler kullanilmaktadir
(Tucker ve Preston, 1996). Herhangi bir kimyasal maddeye maruz kalinmasi halinde
olusacak etkinin genotoksik olup olmadignin belirlenmesi amaci ile yapilan
biyoizleme caligmalarinda en yaygin kullanilan testler Kardes Kromatid Degisimi

(SCE)ve Mikrogekirdek (MN) testleridir (Wulf, 1989).

1.3.1. Kardes Kromatid Degisimi (Sister Chromatid Exchange, SCE)

Yontemi

Dogada yaygin bir sekilde olusan Kardes Kromatid Degisimi (SCE) (Reyes ve
Ramirez, 2003), bir kromozomun iki kardes kromatidinin 6zdes lokuslar1 arasinda
karsilikl1 olarak genetik materyalin degisim esasina dayanmasina ragmen (Hagmar
ve ark., 2001, Baltact ve Zeyneloglu, 2004) olusum mekanizmasi tam olarak
bilinmeyen bir olgudur (Wulf, 1989, Bender ve ark., 1992, Cardoso ve ark., 2001,
Reyes ve Ramirez, 2003, Baltac1 ve Zeyneloglu, 2004). Ancak son yillarda yapilmis
olan caligmalar ile SCE’ nin hiicre dongiisiiniin S fazinda meydana gelen DNA
replikasyon asamasinda, hasarli DNA’ nin  homolog rekombinasyon onarimi
(Homologous Recombinational Repair, HRR) ile onarilmasi esnasinda olustugu
diisiiniilmektedir (Sonoda ve ark., 1999, Matsuoka ve ark., 2004). HRR, her iki DNA
zincirinde olusan hasarlar nedeni ile DNA zincirlerinin, homolog ve saglam bir DNA
molekiiliinden gelen DNA zincirleri ile fiziksel olarak yer degistirmesi sonucunda
olusmaktadir (Ustiindag, 2004). Sonoda ve ark. (1999) tarafindan HRR’ da major
genler olan RADS1 ve RADS54’ ten yoksun DT40 B tavuk hiicreleri ile yapilmis olan
bir ¢aligmada mitomosin C nin indiikledigi SCE frekanslarinin, yaban tip (wild type)
hiicrelerinde gozlenen SCE frekanslarindan anlamli bir sekilde diisiik oldugu
gbzlenmigtir. Bu sonu¢ SCE olusumda HRR’ nin temel mekanizma oldugunu

gostermektedir.
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Genotoksik bir maddeye maruz kalinip kalinmadigini belirlemek amaci ile
kullanilan ve kromozom morfolojisini degistirmeyen (Latt, 1974, Hagmar ve ark.,
2001) yalnizca par¢a degisim esasina dayanan SCE yontemi, kiigiik oranlardaki
maruziyetleri tespit edebilecek diizeyde hassasiyetinin yiiksek olmasi nedeniyle en

¢ok kullanilan sitogenetik test metodlarindandir (Perry ve Thomson, 1984).

SCE testleri birgok farkli hiicre grubunda yapilabiliyor olmasina ragmen
biyoizleme c¢alismalarinda genellikle periferal kan lenfositleri kullanilmaktadir
(Wulf, 1989, Bender, ve ark., 1992, Carbonell ve ark., 1995, Wu ve Wu, 1995,
Melcher, 2000, Duydu ve ark., 2001, Emingel ve ark., 2002, Duydu ve ark., 2005).
Sekil 1.1 ve Sekil 1.2 de goriildiigii gibi periferal kan lenfositleri hiicre siklusunun
Gy fazinda iken lenfositleri stimule etmek amaciyla aspesifik bir antijen olan
fitohemagliitinin kullanilarak boliinmeleri saglanir. Fiksasyondan hemen 6nce hiicre
boliinmesini metafazin 2. mitozunda durdurmak amaci ile kolsisin ilave edilir (Perry
ve Wolf, 1974, Wu ve Wu, 1995, Emingel ve ark., 2002, Reyes ve Pamirez, 2003,
Baltac1 ve Zeyneloglu, 2004, Ustiindag, 2004).

+ BrdU + Kolsisin ikinci mitoz
24. saat 48. saat 72. saat
Ml M2

Sekil 1.1. Lenfositlerin 72 saatlik inkiibasyon siiresinin farkli asamalari. M1:
1. Mitoz:M2: 2. mitoz asamalar1 ve BrdU ile kolsisinin ilave edilmesi (Ustiindag, 2004).

Kardes kromatid degisimin gozlenebilmesi amaci ile kromozomlardaki
kromatidleri birbirlerinden ayirt edebilecek bir boya ile boyanmalar1 gerekmektedir.
Bu amagla bir timin analogu olan bromodeoksiiiridin (BrdU) kullanilir ve
boliinmenin 24. saatinde hiicre kiiltiirine ilave edilir (Sekil 1.1). BrdU, DNA’ nin
ardarda olusan iki replikasyon asamasinda timinin yerine DNA’ nin yapisina
katilarak kardes kromatidlerin farkli renkte boyanmalarini saglar (Latt, 1974, Duydu
ve ark., 2001, Emingel ve ark., 2002). BrdU, kromatidlerin tek bir DNA sarmalin
yapisina katilmasi sonucu mikroskopta goriilen renk daha koyu olurken,
kromatidlerin her iki DNA sarmalinin yapisina katilmast rengin daha agik

goriilmesine neden olur (Sekil 1.2.). Genotoksik bir maddeye maruz kalinmasi
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halinde koyu renkte goriilen koldan bir parga, agik tonda goriilen koldaki bir parca ile
yer degistirecektir (Wulf, 1989, Lakhanisky ve ark., 1993, Ortiz ve ark., 1994,
Carbonell ve ark., 1995, Ponzenelli ve ark., 1997, Ustiindag, 2004).

Go kromozotr  Brdu ile 1. metafaz G, BrdU ile 2. metafaz

replikasyon ~ kromozomu kromozomu lreplikasyon | kromozomu |
l Il l N

| ! | | ! |
Go 1.S fazn 1. Mitoz G 2. S fan 2. Mitoz

Sekil 1.2. Hiicre boliinmesi esnasinda kromatidlerin farkli tonlarda boyanma
mekanizmasi (Wulf, 1989).

Genotoksik bir maddeye maruz kalinip kalinmadigimi belirlemek amact ile
kullanilan SCE yontemi, ¢ok kiigiik oranlardaki maruziyetleri tespit edebilecek kadar
duyarli olmasina karsin kimyasal maddenin mutajenitesi veya kanserojenitesi
hakkinda belirleyici bir sonu¢ vermemektedir. Yapilmis olan c¢alismalarda, bir
bireyin veya bireylerin “SCE/Hiicre” degerlerinin beklenen degerden daha yiiksek bir
degerde olmast o bireyin veya bireylerin kanser olacaklarini gostermeye
yetmemesiyle birlikte kanser vakalarinda “SCE/hiicre” degerlerinin yiiksek oldugu
goriilmektedir (Wulf, 1989, Carbonell ve ark., 1995, Wu ve Wu, 1995, Hagmar ve
ark., 2001, Ustiindag, 2004).

1.3.1.1. SCE’ yi Etkileyen Faktorler

SCE’ yi etkileyen faktorler; Fiziksel (Ustiindag, 2004) ve biyolojik faktérler (Wulf,
1989, Duydu ve ark., 2001, Ustiindag, 2004, Duydu ve ark., 2005) olarak iki grup

altinda toplanabilir.

1.3.1.1.1. Fiziksel Faktorler

e Besi yeri (medyum)

e BrdU konsantrasyonu

e Inkiibasyon siiresi

e Saklama kosullar1

e Kiiltlir ortaminin sicakligi

e Antikoagiilan se¢imi (heparin kullanilir)
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e Mitozun stimulasyonunda kullanilan kimyasallar

e Kolsisin kullanimi

1.3.1.1.2. Biyolojik Faktorler

SCE’ yi etkileyen biyolojik faktdrler i¢ ve dis nedenlerden kaynaklanabilir.
SCE’ yi etkileyen i¢ kaynakli biyolojik faktorler;
e C(Cinsiyet
e Yas
e Genetik faktorler
SCE’ yi etkileyen dig kaynakli biyolojik faktorler;
e Sigara icimi
o Alkol tiikketimi
e Diyet /yasam alani
e [lac kullanimi
e Radyasyona maruz kalma

e (Cesitli hastaliklar

1.3.1.2. SCE Yonteminin Avantajlar: ve Dezavantajlar

SCE yontemin avantajlart ve dezavantajlar1 asagida goriildiigii gibi siralanabilir

(Ustiindag, 2004);

1.3.1.2.1. Avantajlar

e Hiicrelerin tek tek incelenebilmesi

e Hassasiyetin yiiksek olmasi

e Hiicre proliferasyon oraninin (M1/M2/M3 oraninin) belirlenebilmesi

e Istatistiksel olarak yiiksek frekansli hiicrelerin (high frequency cells, HFC)

degerlendirilebilmesi.
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1.3.1.2.2. Dezavantajlar

e Mutasyonlari belirleyemez

e In vitro hiicre kiiltiiriine ihtiyac duyar (2 mitoz)

e BrdU ilavesine ihtiya¢ vardir (BrdU ilavesi SCE frekansini etkiler)
e Zaman alicidir

e Ardi ardina iki S fazina ihtiyag vardir.

1.3.2. Mikrocekirdek (Micronuclei, MN) Yontemi

Genetik hasarlarin belirlenmesi amaci ile en ¢ok kullanilan testlerden biri olan MN,
boliinmekte olan hiicrenin ¢ekirdeginden mitoz sirasinda kopan kromozom
parcalarinin veya tam kromozomlarin goriilmesine dayanan olduk¢a duyarli bir
yontemdir (Tucker ve Preston, 1996, Fenech, 2000, Bonassi ve ark., 2001,Hagmar ve
ark., 2001, Pastor ve ark., 2003).

MN testleri, periferal kan lenfositleri, eritrosit, fibroblast, epitelyal ve kemik iligi
hiicreleri gibi pek cok farkli hiicre grubunda yapilabiliyor (Fenech ve ark., 1999,
Volders ve Fenech, 2001) olmasina ragmen biyoizleme calismalarinda genellikle
periferal kan lenfositleri kullanilmaktadir. Periferal kan lenfositlerinin boliinmelerini
stimiile etmek amaciyla aspesifik bir antijen olan fitohemagliitinin kullanilir (Fenech

ve Morley, 1985, Fenech, 2000, Volders ve Fenech, 2001).

g

Sekil 1.3. Hiicre boliinmesi sirasinda mikrogekirdeklerin olusumu (Fenech, 1993).

= =H=<A

Ao w

Yukaridaki sekilde goriildiigii gibi mitoz boliinmenin anafaz evresinde sentrik
kromozomlar kutuplara ¢ekilirken, genotoksik hasar sonucu olusan asentrik

kromozomlar, kromozom pargalar1 veya tam kromozomlar kutuplara ¢ekilemeyerek
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geride kalirlar. Bu kromozomlar hiicre boliinmesi sonunda sitoplazmada hiicre
cekirdeginden ayr1 olarak membranla g¢evrili bir yap1 olustururlar. Hiicre
cekirdeginden daha kiiciik olan bu yapilara mikrocekirdek adi verilir (Tucker ve
Preston, 1996, Fenech, 1993, Fenech, 1998a, Fenech, 2000, Volders ve
Fenech, 2001).

Normal sartlar altinda hiicre boéliinlirken, once ¢ekirdek boliinmesi ardindan
sitoplazma boliinme asamasi gergekleserek iki hiicre olusur. Sitokinez blok MN
(Cytokinesis-block MN, CBMN) yonteminde kullanilan sitokalasin, anafaz evresinde
gerceklesen sitoplazma bolinme asamasini engeller (Fenech ve Morley, 1985,
Fenech, 1993, Fenech ve ark. 1999, Bonassi ve ark., 2001, Hagmar ve ark., 2001,
Fenech ve ark., 2003a, Fenech ve ark., 2003b, Pastor ve ark., 2003). 72 saatlik
boliinmenin 44. saatinde sitokalasinin ilave edilmesi sonucu tek bir sitoplazma i¢inde
iki cekirdek goriiliir. Genotoksik etki sonucu kromozomlarda bir kirilma meydana
gelmigse kopan parca bir mikrogekirdek olarak iki ¢ekirdekli hiicre igerisinde
goriilebilir (Ustiindag, 2004). (Sekil 1.4).

44. saatte sitokalasinin ilave edilmesi

l

< I I o
| [ —

24. saat 48. saat 72. saat Cift
cekirdekli
72 saat hiicrede MN

Sekil 1.4. Hiicre bélﬁnmesi” sirasinda  CBMN yontemi ile iki ¢ekirdekli hiicrede
mikrogekirdegin (MN) goriiniisii (Ustiindag, 2004).

Iki cekirdekli hiicre icerisinde gériilen mikrocekirdekler, asagida siralanan dzelliklere
sahiptirler (Fenech, 2000, Bonassi ve ark., 2001, Fenech ve ark., 2003a);

e Mikrogekirdekler morfolojik bakimindan hiicre ¢ekirdegi ile aynidir.

e Hiicre ¢ekirdegine gore daha kiigiik yapidadirlar.

e Sekilleri yuvarlak veya ovaldir.

e Caplari, bir hiicre ¢gekirdegin ortalama ¢apinin 1/3 ile 1/16 degerleri arasinda

degismektedir.
e Isik mikroskobu altinda 15181 yansitmadiklarindan boya partikiilleri gibi

yapilardan kolayca ayrilirlar.
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e Zaman zaman hiicre ¢ekirdegine gore daha yogun renkte olmalarina karsilik
genellikle hiicre ¢ekirdegi ile ayni renktedirler.

e Hiicre ¢ekirdegi ile st iistte gelebilir veya hiicre c¢ekirdegine degebilirler.
Buna karsilik mikrogekirdeklerin - sinir1, hiicre ¢ekirdegin smir1 ile
ayrilabilecek diizeyde belirgin olmali ve hiicre ¢ekirdegi ile birlesik bir

durumda olmamalidir.

Dokulardaki MN frekansi ile kanser gelisimi arasinda dogrudan bir iligskinin
oldugunu gosteren ¢ok sayida bulgular bulunmaktadir (Fenech ve ark., 1999). Bu
bulgular;

e Kanserli hastalarin periferal kan lenfositlerinde ve hedef dokularindaki MN

frekansinin belirgin bir sekilde artmasi

e Bloom sendromu ve ataksi telenjiektazi (ataxia telangiectasia) gibi

hastaliklarin  goriildiigli bireylerde anormal derecede MN frekansinin
yiikselmesi ile birlikte kanser olma riskinde de artisin goriilmesi

e lyonizasyon radyasyonu, etilen oksit, benzen, sigara i¢imi gibi insan ve

hayvanlarda MN frekansin1 yiikseltebilen bazi ajanlarin genotoksisite ve
karsinojenite arasinda anlamli bir korelasyonun olmast

Tim bu bulgular MN ile kanser arasinda nedensel bir iliskinin

olabilecegini gostermektedir.

1.3.2.1. MN\’ i Etkileyen Faktorler

Yas, cinsiyet ve sigara i¢imi basta olmak iizere dietle alinan folat miktarmin diisiik
olmasi, vitamin B12 ve homosisteinin plazmadaki diizeyleri MN’ i etkileyen en
onemli faktorlerdir (Fenech ve ark., 1994, Fenech ve ark., 1998a, Fenech ve ark.,

1998b, Fenech ve ark., 1999, Bonassi ve ark., 2001, Pastor ve ark., 2003).

1.3.2.2. CBMN Yonteminin Avantajlar

Sitokalasin kullanilarak yapilan MN yontemi (CBMN) ile sitokalasin kullanilmadan
yapilan MN yoOntemi arasinda Onemli farklar bulunmaktadir. Sitokalasin
kullanilmadan yapilan MN yonteminde mikrogekirdek hiicrenin  disinda

kalabileceginden olusan mikrogekirdekleri saymak ve hiicre proliferasyonu hakkinda
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bilgi edinmek olduk¢a zor olmaktadir (Fenech, 2000, Volders ve ark., 2003).
Sitokalasin kullanilarak yapilan MN yoOnteminin asagida siralanan avantajlari
bulunmaktadir (Fenech,1997, Fenech, 2000, Volders ve ark., 2003, Ustiindag, 2004);
e Boliinmeye ugramis hiicreler ile boliinmeye ugramamis hiicrelerin birbirinden
ayrilmasini kolaylastirir.
e Disentrik kromozomlarimn, niikleoplazmik kopriiler seklinde tayinine olanak
Verir.
e Hiicre proliferasyonu degerlendirilebilir.
e Olusan mikrogekirdekler hiicre i¢inde kalacagindan mikroskop altinda tayin
edip saymak daha kolaydir.

e Doz —cevap iliskisinin belirgin bir sekilde gozlenmesine imkan saglar.

1.4. Tezin Amaci

Bugiine kadar yapilmis olan calismalarda Bor un genotoksik olduguna dair bir
bulguya rastlanmamistir. Ancak bu c¢alismalarin biliyiikk bir ¢ogunlugu in-vitro
kosullarda ve hiicre kiiltiirlerinde gergeklestirilmistir. Ancak bor a maruz kalan
kisilerde yapilmis arastirma sonuglari oldukc¢a smirhidir. Bu yiiksek Lisans Tez
Projesinde Balikesir’in Bigadi¢ bolgesinde yasayan insanlarda bor un olasi
genotoksik etkilerinin SCE ve MN test yontemleri ile tayin edilmesi hedeflenmistir.
Bu amagla, dogdugundan beri bu bélgede yasayan kisilerden kan 6rnekleri alinmistir.
Ozellikle Iskele bolgesindeki igme ve kullanma sularindaki yiiksek bor
konsantrasyonlart nedeni ile (1,55 — 20,8 mg/l) bu bolgede yasayan kisilerin yiliksek
oranda bor a maruz kaldiklar1 diisiiniilmistiir. Buna gore bu boélgeden alinan kan
orneklerinde (n=38) borun genotoksik etkileri aragtirilmistir. Kontrol grubu ise, yine
Bigadi¢ yoresinde Bademli kdylinde yasayan bireyler arasindan secilmistir. Bigadic
yoresindeki igme ve kullanma sularindaki bor konsantrasyonlarinin ¢ok diisiik olmasi
nedeni ile (0,07 —0,2 mg/l) bu bolgeden alinan o6rnekler kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Bu ¢alisma sonrasinda, bor maruziyetinin periferal kan lenfositlerde
kardes kromatid kiriklarinin (SCE) artmasina veya mikrocekirdek (MN) sayisinin

artmasina neden olup olmadig1 belirlenmis olacaktir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecg
2.1.1. Kullanilan Maddeler

Sodyum piriivat (Sigma, ABD)
Fotal Calf Serum (Sigma, ABD)
L — Glutamin — Penisilin —Streptomisin (Sigma, ABD)
RPMI 1640 Medyum (Sigma, ABD)
Bromodeoksiiiridin (BrdU) (Sigma, ABD)
Sodyum kloriir (Merck, Almanya)
Potasyum kloriir (Merck, Almanya)
Disodyum hidrojen fosfat (Merck, Almanya)
Dipotasyum hidrojen fosfat (Merck, Almanya)
Potasyum dihidrojen fosfat (Merck, Almanya)
Hidroklorik asit (Merck, Almanya)
Trisodyum sistrat (Merck, Almanya)
Hoechst 33258 (Sigma, ABD)

Sitrik asit (Merck, Almanya)
Giemsa (Merck, Almanya)
May -Griinwald (Merck, Almanya)
Metanol (Merck, Almanya)
Glasiyel asetik asit (Merck, Almanya)
Kolsisin (Sigma, ABD)

Sitokalasin — B (Sigma, ABD)
Dimetil stilfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)

Fitohemagliitinin (Seromed, Almanya)

2.1.2. Kullanilan Aletler

Rotator (Labinco BV, Hollanda)
Inkiibator (Niive EN500, Tiirkiye)

Laminar air flow (Faster, italya)
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Vorteks (Niive NM110, Tiirkiye)
Otomatik otoklav (Sanyo, Japonya)
Terazi (Sartorius, Tiirkiye)

Hassas Terazi (Metler, Isvicre)
Otomatik pipet (Sealpette, Finlandiya)
Membran filtre (MFS, Japonya)

Steril tiipler (TPP, Isvigre)

Santrifiij (Hettich, Almanya)

Su banyosu (Niive BM 101, Tiirkiye)
UV lambas1 (Camag, isvigre)

pH metre (Jenway, BM)

Lam, lamel (Menzel Glaser, Almanya)

Mikroskop (Olympus Bx50, Japonya)

2.1.3. Kan Orneklerinin Saglanmasi

Bu ¢aligmada kullanilan kan érnekleri* dogdugundan beri Balikesir’in Bigadig
bolgesinde yasayan insanlardan alinmistir. iskele koyiindeki icme ve kullanma
sularinda yiiksek oranda bor bulundugu i¢in bu bolgeden alinan kan o6rnekleri bora
maruz kalan kisileri temsil etmektedir (n=38). Bigadi¢ ve Bademli y6resindeki igme
ve kullanma sularindaki bor konsantrasyonlar1 oldukca diisiik oldugu icin bu bolgede
yasayan insanlardan alinan kan 6rnekleri kontrol grubunu temsil etmektedir (n=38).
Tiim kanlar analiz edilene kadar (en ¢ok 24 saat) heparinli tiiplerde ve +4°C
bekletildi. Kan oOrnekleri alinan kisilerin bireysel Ozellikleri bulgular boliimiinde
verilmistir. Asagida ¢izelge 2.1.” de kan 6rneklerinin alindigi bolgelerdeki igme ve
kullanma sularinda bulunan bor konsantrasyonlar1 gosterilmistir.

* Caligmamizda kullanilmis olan kan 8rnekleri Balikesir Universitesi, Balikesir Saglik
Yiiksek Okulu ogretim tiyelerinden Yard. Dog. Dr. Mehmet KORKMAZ tarafindan
(yurtitmekte oldugu “Insanlarin bir giinde aldig1 bor miktarinin saptanmasi ve bunun insan
sagligina etkisinin belirlenmesi” isimli proje dahilinde Balikesir Valiliginden almis oldugu

yetki ile) toplanmis ve anabilim dalimizdaki ¢alismada kullanilmak iizere laboratuarimiza
gondermistir. Valiligin vermis oldugu yetki belgesi tezin ek boliimiinde yer almaktadir.
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Cizelge 2.1. Kan orneklerinin alindigr bolgelerdeki igme ve kullanma sularinda
bulunan bor konsantrasyonlari.

Bor konsantrasyonu, mg/1

12 Mayz1s, 2003 13 Haziran, 2003
Maruziyet grubu
. ) 1,55 2,02
Iskele, sehir suyu
Iskele, ince Mehmet kaynak suyu 5,66 5,69
Iskele, Kiigiik kaynak suyu 12 12
Iskele, Oluk kaynak suyu 5,75 6,31
Iskele, Cuma kaynak suyu 20,8 18,9
Iskele, Belediye 6nii kaynak suyu 6,72 5,95
Kontrol grubu

0,07 0,2

Bademli, sehir suyu
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2.2. Yontem
2.2.1. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Medyum: 12 ml f6tal calf serum, 2,6 ml sodyum piruvat ve 1 ml L — glutamin —
penisilin/streptomisin steril bir tiipe alindi. RPMI 1640 ile 100 ml’ye tamamlandi.
Buzdolabinda + 4 °C’de sakland.

BrdU: 30,7 mg BrdU 10 ml steril distile suda ¢oziildi (10 uM) ve steril
stizgecten filtre edildi. Cozelti 151k gdrmedigi siirece uzun siire dayanacagindan koyu
renkli bir sisede hazirlandi ve buzdolabinda — 20 °C’de sakland.

PBS: 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1, 44 g susuz Na,HPOy, 0,2 g susuz KH,PO;, tartildi
ve 800 ml distile suda ¢oziildi. Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlandi. HCI ile
pH: 7,4’e ayarlandi. Oda sicakliginda saklandi.

2XSSC: 8,77 g NaCl (0,3 M) ve 3,87 g trisodyum sitrat (0, 03 M) 100 ml distile
suda ¢oziildii ve 500 mI’ye distile su ile tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Hoechst 33258 cozeltisi: 25 mg alind1 ve 50 ml distile suda ¢oziildi ve 500
pg/ml’lik stok ¢ozeltisi hazirlanmig oldu. Bu 500 pg/ml’lik stok ¢dzeltisinden 1 ml
almip 100 mI’ye PBS ile seyreltildi ve 5 pg/ml’lik bir ¢ozelti elde edildi. Omrii 2 giin
olan bu 5 pg/ml’lik ¢ozelti boyamada kullanildi. Stok ¢ozelti koyu renkli bir sisede
ve aliiminyum folyo ile sarilarak 0 — 4 °C’ de sakland1.

Mcllvanes tamponu: 0,1 M susuz sitrik asit ¢ozeltisi (A ¢ozeltisi) ve 0, 2 M
susuz disodyum hidrojen fosfat (B ¢ozeltisi) hazirlandi. 80 ml A ¢ozeltisi ve 920 ml
B ¢ozeltisi karigtirilarak elde edildi. 5 N NaOH ile pH: 8’e ayarlandi.

Giemsa Boyasi: 0,01 M K,HPO, ile 0,01 M KH,PO4 pH: 6,7 olacak sekilde
karistirildi. 2 ml Giemsa alindi ve 100 ml’ ye bu tampon ¢ozeltisi ile tamamlandi.

Carnoy’s c¢ozeltisi: 3 kisim metanol ile 1 kisim glasiyel asetik asit karistirilarak
hazirlandi. Bu ¢6zelti her seferinde taze haziland1 ve mutlaka soguk olarak ( + 4 °C)
olarak kullanildu.

Kolsisin cozeltisi: 15 mg/100 ml’lik stok ¢ozeltisi hazirland1 ve buzdolabinda
saklandi. Bu ¢ozeltiden 1 ml alind1 ve 7,5 ml’ye seyreltildi ve bu seyreltik ¢ozelti
deneylerde kullanildu.

KCI: 5,58 g KCI distile suda ¢oziildii ve 1000 ml’ye tamamlanarak 0,075 M’ lik

hipotonik ¢ozelti hazirlandi.
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May- Griinwald Giemsa: 5 ml May-Griinwald ile 5 ml giemsa ¢ozeltisi alind1
ve distile su ile hacim 100 ml’ ye tamamland.

Sitokalasin — B: Dimetil siilfoksit (DMSO) otoklavda strelize edildildi ve 1 mg
sitokalasin — B sterilize edilen 1,67 ml DMSO iginde ¢6ziildii.

2.2.2. SCE Analizi
2.2.2.1. inkiibasyon

Heparinli tiiplere alinan kan bir siire rotarda bekletildi. Laminar air flow altinda
steril tiiplere 300 pl kan koyuldu. Daha 6nceden hazirlanan ve ¢alismadan en az bir
saat 6nce 37 °C’de bekletilerek 1sitilan medyumdan 2,5 ml tiiplere ilave edildi.
Lenfositlerin boliinmesini stimule etmek amaciyla 56 pl fitohemagliitinin ilave
edildi. Laminar air flow altinda tiiplerin kapaklar1 kapatildi. Vortekste hafifce
karistirildi ve tiipler 37 °C’lik inkiibatre kaldirilarak 72 saatlik inkiibasyon
baslatildi. 24. saatte tiipler inkiibatdrden alindi ve laminar air flow altinda her bir
tiipe 3 pl BrdU ilave edildi, vortekste hafifce karistirildi. Isiktan korumak amaciyla
tiipler, aliiminyum folyo ile sarildi ve ardindan 37 °C’lik inkiibatére kaldirildi. 68.
saatte tlipler inkiibatorden alindi ve laminar air flow altinda her bir tiipe 75 pl
kolsisin ilave edildi. Vortekste hafifce karistirildi ve tiipler yeniden 37 °C’ lik
inkiibatore kaldirildi.

72. saatte tiipler inkiibatdrden alindi ve 2000 devirde 15 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant 0,5 ml’ye kalincaya kadar pastor pipet yardimiyla atildi, ardindan tiipler
vortekslendi. Daha 6nce hazirlanan ve calismadan en az bir saat énce 37 °C’de
bekletilerek 1sitilan 0,075 M KCI ¢dzeltisi ile tiiplerin hacmi 5 ml’ye tamamlandi ve
tiipler 37 °C’lik inkiibatorde 15 dakika bekletildi.

2.2.2.2. Fiksasyon

Tiipler inkiibatorden alindi ve 2000 devirde 15 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant 1 ml’ ye kalincaya kadar pastor pipet yardimiyla atildi, ardindan tiipler
vortekslendi. Caligmadan bir saat Once taze olarak hazirlanip buzdolabinda

bekletilerek sogutulan carnoy’s c¢ozeltisi vorteksleme esnasinda pastor pipet



42

yardimiyla toplam hacim 5 ml oluncaya kadar ilave edildi. Tiipler bu sekilde

buzdolabinda 12- 24 saat bekletilerek 1. fiksasyon tamamlanmis oldu.

Tiipler buzdolabindan alindi ve 2000 devirde 15 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant 1,5 ml kalincaya kadar pastor pipet yardimiyla atildi, ardindan tiipler
vortekslendi. Vorteksleme esnasinda taze hazirlanan ve soguk carnoy’s ¢ozeltisi ile
hacim 5 ml’ye yavag¢a tamamlandi. Tipler buzdolabinda 15 dakika bekletilerek 2.

fiksasyon tamamlanmis oldu.

Tiipler buzdolabindan alindi ve 2000 devirde 15 dakika santrifiij edildi.
Stipernatanat 1,5 ml kalincaya kadar pastor pipet yardimiyla atildi, ardindan tiipler
vortekslendi. Vorteksleme esnasinda taze hazirlanan ve soguk carnoy’s ¢ozeltisi ile
hacim 5 ml’ye tamamlandi. Tiipler yeniden 2000 devirde 15 dakika santrifiij edildi

ve bdylece 3. fiksasyon tamamlanmis oldu.

Santrifiij edilen tiipler alind1 ve siipernatant 1,5 ml kalincaya kadar pastor pipet
yardimiyla atildi, ardindan tiipler vortekslendi. Daha dnceden deterjanla yikanarak
iyice kayganlastirilan ve distile su ile yikandiktan sonra distile su ile dolu bir salede
buzdolabinda bekletilerek sogutulan lamlar {izerinde silipernatant 1 metrelik

mesafeden damlatildi. Lamlar 1s1ktan korunarak kurutuldu.

2.2.2.3. Boyama

Lamlar kuruduktan sonra PBS ¢6zeltisi ile dolu salenin igine daldirildi ve bu sekilde
karanlikta 5 dakika bekletildi. Lamlar daha sonra yeni bir saleye doldurulan Hoechst
¢Ozeltisi icine daldirildi ve karanlikta 15 dakika bekletildi. Daha sonra lamlar
yeniden PBS c¢ozeltisi ile dolu salenin igine daldirildi, 30 saniye bekletildi ve
dokiildi. Lamlar distile su ile dolu sale igine dizildi ve 3 kez distile su ile lamlar
yikandi. Son olarak her bir lam piset yardimiyla yikandi ve kurutma kagidi tizerine
siralandi. Ardindan her bir lam, ¢alismadan 1- 2 saat énce 60 °C’lik inkiibatorde
isitilan Mcllvanes c¢ozeltisi ile yikandi. Lamlar tlizerine 3- 5 damla Mcllvanes
cozeltisi damlatildi ve iizerlerine lamel ile kapatilarak kenarlari parafilmlendi. Bu

sekilde lamlar bir kap icine dizildi, iizerlerine birka¢ damla Mcllvanes ¢ozeltisi
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damlatildi ve 50 °C’lik su banyosuna yerlestirildi. 5 cm mesafeden UV lambasi
altinda 10 dakika bekletildi. UV’ den alinan lamlarin iizerlerindeki lameller ve
parafilmler c¢ikartildi. Lamlar distile su ile piset yardim ile yikandi ve kurumasi igin
dik sekilde dizilerek bekletildi. Calismadan 1- 2 saat Once saleye doldurulup 60
OC’lik inkiibatorde bekletilerek isitilan SSC ¢ozeltisi icine lamlar daldirildi ve 10
dakika bekletildi. Lamlar distile su ile dolu saleye dizildi, iki kez distile su ile lamlar
yikandi. Ardindan lamlar hazirlanan giemsa ¢ozeltisi ile dolu salenin i¢ine daldirildi
ve 10 dakika bekletildi. Lamlar yeniden distile su ile dolu saleye dizildi, 4- 5 kez
distile su ile lamlar yikandi. Son olarak lamlar piset yardimiyla distile su ile yikandi

ve kurumasi amaciyla dik sekilde dizilerek karanlikta bekletildi.

2.2.2.4. Mikroskopta Inceleme

Her kan numunesine karsilik gelen lamlarda 100x/1,25 objektif ile immersiyon yagi
kullanilarak 50 adet II. metafaz hiicrelerinde kardes kromatid degisimleri sayildi. 50

adet II. metafaz hiicresindeki kiriklarin ortalamasi alindi.

Proliferasyon indeksini bulmak i¢in I. metafaz (MI), 1. metafaz (MII) ve II1.
Metafaz (MIII) hiicreleri toplam 100 hiicre olacak sekilde sayildi.

PRI=MI+2 (MII) + 3 (MIII)/100 formiiliine gére PRI hesaplandi.

2.2.3. CBMN Analizi
2.2.3.1. Inkiibasyon

Heparinli tiiplere alinan kan bir siire rotarda bekletildi. Laminar air flow altinda steril
tiiplere 300 pl kan koyuldu. Daha 6nceden hazirlanan ve calismadan en az bir saat
once 37 °C’ de bekletilerek 1sitilan medyumdan 2,5 ml tiiplere ilave edildi.
Lenfositlerin boliinmesini stimule etmek amaciyla 56 pl fitohemagliitinin ilave
edildi. Tiiplerin kapaklar1 laminar air flow altinda kapatildi. Vortekste hafifce
karistirildi ve tiipler 37 °C’ lik inkiibatore kaldirilarak 72 saatlik inkiibasyon
baslatildi. 44. saatte tiipler inkiibatdrden alindi ve laminar air flow altinda her bir
tiipe 15 pl sitokalasin- B ilave edildi, vorteksle hafif¢e karigtirildi. Isiktan korumak
amaciyla tiipler aliiminyum folyo ile sarild1 ve 37 °C’ lik inkiibatore kaldirildu.
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72. saatte tiipler inkiibatérden alindi ve 2000 devirde 15 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant 0,5 ml kalincaya kadar pastor pipet yardimiyla atildi, ardindan tiipler
vortekslendi. Daha 6nce hazirlanan ve calismadan en az bir saat énce 37 °C’de
bekletilerek 1sitilan 0,075 M KCI ¢dzeltisi ile tiiplerin hacmi 5 ml’ye tamamlandi ve
tiipler 37 °C’lik inkiibatorde 15 dakika bekletildi.

2.2.3.2. Fiksasyon

Tiipler inkiibatorden alindi ve 2000 devirde 15 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant 1 ml kalincaya kadar pastor pipet yardimiyla atildi, ardindan tiipler
vortekslendi. Caligmadan bir saat Once taze olarak hazirlanip buzdolabinda
bekletilerek sogutulan carnoy’s c¢oOzeltisi vorteksleme esnasinda pastor pipet

yardimiyla toplam hacim 5 ml oluncaya kadar ilave edildi. Tiipler bu sekilde oda

sicakliginda 20 dakika bekletildi.

20 dakikalik siirenin ardindan tiipler 2000 devirde 15 dakika boyunca santrifiij
edildi. Siipernatant 1 ml kalincaya kadar pastor pipet yardimiyla atildi ve ardindan
tiipler vortekslendi. Vorteksleme esnasinda taze hazirlanan ve soguk carnoy’s
¢ozeltisi ile hacim 5 ml’ye yavasca tamamlandi. Tiipler bu sekilde oda sicakliginda

20 dakika bekletildi.

20 dakikalik stirenin ardindan tiipler 2000 devirde 15 dakika boyunca santrifiij
edildi. Siipernatant 1 ml kalincaya kadar pastor pipet yardimiyla atild1 ve ardindan
tiipler vortekslendi. Vorteksleme esnasinda taze hazirlanan ve soguk carnoy’s
cozeltisi ile hacim 5 ml’ye tamamlandi. Tiipler yeniden 2000 devirde 15 dakika
santrifiyj edildi.

Santrifiij edilen tiipler alind1 ve silipernatant 1 ml kalincaya kadar pastor pipet
yardimiyla atildi, ardindan tiipler vortekslendi. Daha 6nceden deterjanla yikanarak
iyice kayganlastirilan ve distile su ile yikandiktan sonra distile su ile dolu bir salede
buzdolabinda bekletilerek sogutulan lamlar iizerine siipernatant damlatilarak yayildi.

Lamlar 1s1iktan korunarak kurutuldu.
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2.2.3.3. Boyama

Lamlar kuruduktan sonra metanol ¢ozeltisi ile dolu salenin i¢ine daldirildi ve bu
sekilde 10 dakika bekletildi. Daha sonra lamlar May-Griinwald Giemsa ¢ozeltisi ile
dolu salenin igine daldirild1 ve 15 dakika bekletildi. Son olarak lamlar distile su ile 2-
3 kez yikand1 ve yatay konumda dizilerek ve 1siktan korunarak kurumak iizere

birakaldi.

2.2.3.4. Mikroskopta inceleme

Her kan numunesine karsilik gelen lamlarda 40x/0,65 objektif ile 1000 adet cift
cekirdekli hiicre icindeki mikrogekirdekler sayildi.

Proliferasyon indeksini bulmak amaciyla (CBPI) bir c¢ekirdekli (M1), iki
cekirdekli (MII), ti¢ ¢ekirdekli (MIII) ve dort ¢ekirdekli (MIV) hiicreler toplam 500
hiicre olacak sekilde sayildi.

CBPI =MI + 2 (MII) + 3 (MIII + MIV)/500 formiiliine gére CBPI hesaplandi.

2.3. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Yapmis oldugumuz calismada SCE, MN ve proliferasyon indeksi degerleri
arasindaki 6nem kontroliiniin yapilmasinda, siras1 ile Mann—Whitney U testi, 3 testi
ve Student-t testi kullanilmistir. Bu testlerin yapilmasi esnasinda Microsoft Office

Excel 2003 ve SPSS for Windows 11 programlar1 kullanilmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Kan ornekleri alinan Kisilerin ozellikleri ve aliman kan ornekleri ile

tespit edilen ortalama SCE Degerleri

Calismamizda kullanilmis olan kan ornekleri, icme ve kullanma sularinda cizelge
2.1 de goriilen konsantrasyonlarda bor iceren bolgelerde yasayan insanlardan
alimmigstir. Kan Ornekleri aliman (Maruz kalan grup i¢in n=38, Kontrol grubu i¢in
n=38) kisilerin 6zellikleri ¢izelge 3.1 ve cizelge 3.2.” de goriilmektedir. Boliim 2.2.2.
ve 2.2.3.de anlatildig1 sekilde SCE ve CBMN yonteminin uygulanmasi ile ¢izelge
3.1 ve gizelge 3.2.” de goriilen “SCE/Hiicre” ve “MN/1000 Cift Cekirdekli Hiicre”
degerleri elde edilmistir. SCE yonteminin uygulanmasi esnasinda, Bora maruz kalan
ve kontrol grubuna ait PRI degerleri siras1 ile 1,87 ve 1,77 olarak tespit edilmis ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05, Student t-
test). CBMN yontemin uygulanmasi esnasinda da, Bora maruz kalan ve kontrol
grubuna ait CBPI degerleri siras1 ile 1,36 ve 1,19 olarak tespit edilmis ve yine
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05, Student t-
test). Cizelge 3.1 ve 3.2 incelendiginde sadece bora maruz kalan grupta 2 kisinin
alkol kullaniyor oldugu goriilecektir. Kontrol grubunda ise alkol kullanan birey
bulunmamaktadir. Bu nedenle elde edilen SCE ve MN degerlerinin alkol kullanimi

ile etkilenip etkilenmedigine dair istatistiksel bir degerlendirme yapilmamustir.
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Cizelge 3.1. Bora maruz kalan (Iskele Bolgesi) kisilerin ozellikleri ve alinan kan
ornekleri ile tespit edilen ortalama SCE ve MN degerleri.

@ =
. - 5 o~
S - B 2 .| s . = o @
= | = % E| S| 2 % Hastahk ilag < § E 2
xn @] 8 E 3
1 FK K | 48 - - - - 7,78 11
2 7C K | 46 - - Ulser Adim Bilmiyor 7,34 10
3 GA K 65 - - Astim, Bronsit Adini Bilmiyor 6,86 10
4 NA E 72 - - - - 7,00 12
S|z | k|45 | - | - - Kolesterol 6,42 *
Diisiiriicii
61 6a | k|8 ] - | - Tansiyon, Adini Bilmiyor 11,00 12
Romatizma
7 FB K 45 - - Tansiyon Adini Bilmiyor 4,35 11
8 SA K 50 - - Seker, Tansiyon Adini Bilmiyor 9,56 7
9 GC K| 27 - - - - 4,76 11
10 ZK K | 52 - - - - 7,30 12
11 RI K | 46 - - Seker Insiilin 8,29 12
12 AA E 42 + - - - 8,88 9
13 SK K| 44 - - - - 3,00 10
14 FD K| 73| - - Tansiyon, Adint Bilmiyor * 10
Osteoporoz
15 ME E 31 - + - - 7,62 6
16 BK E 48 - - - - 4,81 7
17 ME E 53 - - Migren - 8,82 9
18 EK E 35 + - - 7,02 11
19 EC K 50 - - Osteoporoz Adin1 Bilmiyor 7,24 9
20 EK K | 44 - - - - 6,26 11
21 HK K | 35 - - - - 7,14 6
22 ZB K | 30 - + - - * 6
23 SK K | 50 - - - - 7,88 11
24 RO E 48 - + - - 8,26 9
25 ZD K 55 - - Kalp, Tansiyon Adini Bilmiyor * 9
26 ME E 34 - - - - 6,70 12
27 NK K | 46 - - - - 7,48 8
28 AK K| 74 - - - - 9,64 10
29 AD E 69 - - Tansiyon Adini Bilmiyor 9,34 10
30 HD K | 36 - - - - 6,30 10
31 MS E 72 - - - - 5,94 8
32 SK E 51 - - - - 7,69 8
33 CB K 46 - - Depresyon Zanax 8,13 11
34 ND E 42 - + - - 8,30 8
35 HC E 73 - - Kalp Diltizem 6,46 9
36 HA K 74 - - Tansiyon Adini Bilmiyor 7,41 13
37 MM E 34 - + - - 8,18 12
38 AC K 60 - - Kalp Adini Bilmiyor 5,75 13
Ortalama: 7,28 9,81
Standart Sapma: 1,60 1,94

* 1 Cesitli sebeplerle SCE veya MN degerleri degerlendirilemedi.
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Cizelge 3.2. Kontrol grubundaki kisilerin (Bademli bolgesi) 6zellikleri ve alinan kan
ornekleri ile tespit edilen ortalama SCE ve MN degerleri.

o S
. = S o=
| =€ | 2| »| 3| E . 2 =3¢
= | 2 Z FRIE-EE ;gn Hastalik ilag 5 §E £
7 O S E 54
1 FK K 54 - - - - 10,96 22
2 FK K 67 - Seker Insiilin 6,08 14
3 Coversil,
FK K 76 - - - Diltizem, 7,80 17
Monoket
4 FK K 53 - - Seker, Kolesterol Amaryl, Lipofen 10,40 23
5 FG E 59 - + - - 8,62 24
6 FK K 55 - - - - 7,46 18
7 FK E 68 - - - - 7,74 23
8 FK K 55 - - - - 7,54 28
9 FK K 52 - - - - 10,42 24
10 FG K 60 - - - - 9,00 24
11 FA K 53 - - - - 9,88 20
12 HI K 54 - - - - 11,28 19
13 Al K [ 72| - - - Dideral, 9,38 21
Coraspin
14 VO K 30 - - - - 9,96 28
15 MO K 44 - - - - * 17
16 AF K - - - - - 9,04 21
17 AS E 41 - - - - 10,68 16
18 AO K 38 - - - - 8,24 19
19 NE K 36 - - - - 8,60 24
20 FS K 44 - - - - 8,78 21
21 HC E 50 - - - - 6,80 22
22 HD E 72 - - - - 9,96 18
23 RD E 50 - + - - 11,72 21
24 MAO E 71 - - - - 12,87 21
25 YG E 56 - - - - 8,90 25
26 EC K 51 - - - Beloc 15,40 16
27 FS K 50 - - - Dilopin 7,75 *
28 HS K 29 - - - - 8,94 18
29 SS K 46 ) _ ) Gingobil, A.tarax, 9.36 21
Tenoretic
30 EDY K 45 - - - - 8,80 30
31 Al K | 27| - - - - 8,06 17
32 VD E 53 - + - - 9,02 18
33 CC E 38 - + - - 12,90 19
34 RS E 29 - + - - 10,82 15
35 SS K 42 - - - - 9,80 16
36 HA E 33 - + - - 9,22 23
37 AC E 42 - + - - 11,08 14
38 RK E 30 - + - - 8,18 15
Ortalama: 9,50 20,32
Standart Sapma: 1,83 3,98

* 1 Cesitli sebeplerle SCE veya MN degerleri degerlendirilemedi.
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Bor a maruz kalan (n= 35) ve kontrol (n=37) grubundan elde edilen ortalama
SCE/Hiicre degerleri sirasi ile 7,28 £+ 1,60 ve 9,50 + 1,83 olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglara gore istatistiksel bir degerlendirme yapildiginda, Maruziyet grubu ile
Kontrol grubu arasindaki farkin anlamli oldugu goriilmekte (Mann-Whitney U-test,
p<0,05) dolayisiyla da kontrol grubundaki bireylerin bora maruz kalan bireylerden
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek ortalama SCE degerlerine sahip

olduklar1 anlasilmaktadir.

12

10

SCE/Hicre

Bor Maruziyeti Kontrol

Sekil 3.1. Maruz kalan grup ile kontrol grubunun ortalama SCE degerlerinin
karsilastirilmasi (Bora maruz kalan grup ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir; *Mann-Whitney U-test, p<0,05).

3.1.1. Kan ornekleri alinan Kisilerin bireysel ozelliklerinin ortalama SCE

degerleri iizerine olan etkileri

Boliim 1.3.1.1." de SCE’ yi etkileyen i¢ ve dig kaynakli biyolojik faktorlerden s6z
edilmistir. Calismamizda bora maruz kalan grup ile kontrol grubunda tespit edilmis
olan ortalama SCE degerlerinin i¢ ve dis kaynakli biyolojik faktorlerden etkilenip
etkilenmedigi de incelenmistir. Ancak daha 6nce de s6z edildigi gibi alkol kullanan

kisi sayisinin az (n=2) olmasi nedeni ile alkol kullaniminin etkisi incelenmemistir.
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3.1.1.1. Orneklerdeki cinsiyet farkinin ortalama SCE degerleri iizerine olan

etkileri

Cizelge 3.3 ve sekil 3.2.” de goriildiigii gibi bora maruz kalan grup ve kontrol
grubundaki erkek ve kadinlar arasinda ortalama SCE degerleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Mann Whitney U- test, p> 0,05).

Cizelge 3.3. Cinsiyet farkina gére maruz ve kontrol grubu igin elde edilen ortalama
SCE/Hiicre degerleri.

Maruz grup Kontrol grubu

Erkek Kadin Kadin Erkek

(n=14) (n=21) (n=14) (n=23)
Ortalama SCE/Hiicre 7,50 7,34 9,26 9,91
Standart sapma 1,26 1,58 1,82 1,85
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Sekil 3.2. Cinsiyet farkinin ortalama SCE degerleri iizerine olan etkileri. Maruz kalan
grup ve kontrol grubunda kadin-erkek arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulun-
mamaktadir (Mann Whitney U- test, p> 0,05).

3.1.1.2. Orneklerdeki yas farkinin ortalama SCE degerleri iizerine olan etkileri

Yas farkinin SCE/Hiicre degerleri {izerine olan etkilerini degerlendirmek amaciyla
maruz grup ve kontrol grubunu olusturan kisiler yaslarina gore 20 -40 , 41 -50 , 51 -
seklinde gruplandirilmistir. Bu yas gruplarina goére maruz ve kontrol grubu i¢in elde
edilen ortalama SCE/Hiicre degerleri ¢izelge 3.4. ve sekil 3.3.” de goriilmektedir.
Her yas grubundan (20- 40; 41 -50; 51 -) elde edilen ortalama SCE/Hiicre
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degerlerine gore bora maruz kalan grupta ve kontrol grubunda yas gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Mann Whitney U- test,
p> 0,05) (¢izelge 3.4 ve sekil 3.3.).

Cizelge 3.4. Yas gruplarina gore maruz ve kontrol grubu i¢in elde edilen ortalama
SCE/Hiicre degerleri.

Maruz grup Kontrol grubu
20-40 41-50 51- 20-40 41-50 51—
(n=6) (n=17) (n=12) (n=10) (0=9) (n=18)
Ortalama SCE/Hiicre 6,76 7,13 7,75 9,39 9,42 9,61
Standart sapma 1,19 1,71 1,62 1,49 1,59 2,17
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Sekil 3.3. Yas farkinin ortalama SCE degerleri iizerine olan etkileri. Ortalama
SCE/Hiicre degerlerine gore yas gruplar1 arasinda bora maruz kalan grupta ve kontrol
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir farklihik bulunmamaktadir (Mann Whitney
U - test, p> 0,05).

3.1.1.3. Orneklerdeki sigara iciminin ortalama SCE degerleri iizerine olan

etkileri

Maruz ve kontrol grubundaki sigara igen ve igmeyen kisiler i¢in elde edilen ortalama
SCE/Hiicre degerleri ¢izelge 3.5. ve sekil 3.4.” de goriilmektedir. Bora maruz kalan
grupta ve kontrol grubunda sigara igen ile igmeyen kisiler arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (Mann Whitney U- test, p> 0,05) (cizelge 3.5
ve sekil 3.4.).
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Cizelge 3.5. Maruz ve kontrol grubundaki sigara igen ile igmeyen kisiler i¢in
elde edilen ortalama SCE/Hiicre degerleri.

Maruz grup Kontrol grubu
Sigara Sigara Sigara Sigara
icen igmeyen icen igmeyen
(n=5) (n=30) (n=8) (n=29)
Ortalama SCE/Hiicre 7,86 7,18 10,22 9,31
Standart sapma 0,556 1,69 1,65 1,86

O Sigara+ @ Sigara -

SCE/Hucre

Bor Maruziyeti Kontrol

Sekil 3.4. Sigara iciminin ortalama SCE degerleri {lizerine olan etkileri. Sigara icen ve
igmeyen Kkisiler i¢in elde edilen ortalama SCE/Hiicre degerlerine gore bora maruz kalan grup
ve kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Mann Whitney

U- test, p> 0,05).

3.1.1.4. Orneklerin ila¢ kullammnin ortalama SCE degerleri iizerine olan

etkileri

Maruz ve kontrol grubundaki ilag kullanan ile kullanmayan kisiler i¢in elde
edilen ortalama SCE/Hiicre degerleri ¢izelge 3.6. ve sekil 3.5. de goriilmektedir.
Bora maruz kalan grupta ve kontrol grubunda ilag kullanan ile kullanmayan arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (Mann Whitney U- test,
p> 0,05) (¢izelge 3.6 ve sekil 3.5.).
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Cizelge 3.6. Maruz grup ve kontrol grubundaki ila¢ kullanan ile kullanmayan kisiler
icin elde edilen ortalama SCE/Hiicre degerleri.

Maruz grup Kontrol grubu
Ilag flag flag Ilag
kullanan  kullanmayan kullanan  kullanmayan
(n=13) (n=22) (n=10) (n=27)
Ortalama SCE/Hiicre 7,54 7,13 9,63 9,46
Standart sapma 1,75 1,52 2,51 1,57
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Sekil 3.5. Ilag kullaniminin ortalama SCE degerleri iizerine olan etkileri. Maruz grupta
ve kontrol grubunda ila¢ kullanan ile kullanmayan arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gbzlenmemistir (Mann Whitney U- test, p> 0,05).

3.2. Kan ornekleri alinan Kisilerde tespit edilen ortalama MN degerleri

Kan ornekleri alinan kisilerin 6zellikleri ¢izelge 3.1 (Bora maruz kalan 6rnekler) ve
cizelge 3.2. de (Kontrol Grubu) gosterilmigtir. Boliim 2.2.3.” de anlatildig1 sekilde
CBMN yonteminin uygulanmasi ile ¢izelge 3.1 ve 3.2.” de goriilen ortalama MN
degerleri elde edilmistir. Bora maruz kalan kisilerden alinan kan 6rneklerinde tespit
edilen ortalama MN degerleri (n=37, 9,81 £+ 1,94) ile kontrol grubunu olusturan
kisilerde tespit edilen ortalama MN degerleri (n=37, 20,32 + 3,98) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (sekil 3.6.). Ancak kontrol
grubunda gozlenen ortalama MN degeri, bora maruz kalan kisilerden elde edilen

ortalama MN degerinden goreceli olarak ytiksektir.
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MN sonuglarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi y” testi ile yapilmistir. Bu test
geregince y” >3,84 oldugunda p<0,05 olarak kabul edilmektedir. Calismamizda yer
alan bora maruz kalan bireylerin ortalama MN degerleri ile kontrol grubundan elde
edilen ortalama MN degerlerinin karsilastirilmasinda y* = 3,67 olarak bulunmustur.
Bu deger 3,84 den kiicik oldugu i¢in iki grup arasindaki fark anlamli olarak
degerlendirilememistir. Ancak elde edilmis olan deger anlamli olmaya oldukc¢a yakin

bir degerdir.
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Sekil 3.6. Maruz kalan grup ile kontrol grubun ortalama MN degerlerinin karsi-
lastirilmasi. (p>0,05, y” test).

3.2.1. Kan ornekleri alinan Kisilerin bireysel ozelliklerinin ortalama MN

degerleri iizerine olan etkileri

Bolim 1.3.2.1.” de MN’ 1 etkileyen baslica faktorlere deginilmistir. Buna gore,
calismamizda bora maruz kalan grup ile kontrol grubunun ortalama MN degerlerinin
karsilastirilmast ile birlikte cinsiyet, yas, sigara i¢imi ve ilag kullanim1 gibi biyolojik

faktorlerin ortalama MN degerleri iizerine olan etkileri incelenmistir.

3.2.1.1. Orneklerdeki cinsiyet farkimin ortalama MN degerleri iizerine olan

etkileri

Cizelge 3.7. ve sekil 3.7.” de gorildiigii gibi bora maruz kalan grup ile kontrol

grubunda yer alan erkek ve kadinlardan elde edilen ortalama MN degerleri arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05, y” test) (gizelge 3.7. ve

sekil 3.7.).

Cizelge 3.7. Cinsiyet farkina goére maruz grup ve kontrol grubu i¢in elde edilen

ortalama MN degerleri.

Maruz grup

Kontrol grubu

Erkek
(n=14)

Ortalama MN

Standart sapma

9,29

1,89
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Sekil 3.7. Cinsiyet farkinin ortalama MN degerleri iizerine olan etkileri. (p> 0.05,

y’ - test).

3.2.1.2. Orneklerdeki yas farkinin ortalama MN degerleri iizerine olan etkileri

Yas farkinin ortalama MN degerleri iizerine olan etkilerini degerlendirmek amaciyla

maruz grup ve kontrol grubunu olusturan kisiler yaslarina gore 20 -40 , 41 -50, 51 -

seklinde gruplandirilmistir. Bu yas gruplarina gére maruz ve kontrol grubu icin elde

edilen ortalama MN degerleri ¢izelge 3.8.” de goriilmektedir.
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Cizelge 3.8. Yas gruplarina gére maruz ve kontrol grubu i¢in elde edilen ortalama MN

degerleri.
Maruz grup Kontrol grubu
20-40 41-50 51- 20-40 41-50 51—
n=8) (n=15) (n=14) n=9) (n=10) (n=18)
Ortalama MN 9,25 9,6 10,36 19,78 19,9 20,84
Standart sapma 2,76 1,59 1,74 4,388 4,538 3,62

MN/1000 Cift cekirdekli hticre
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Sekil 3.8. Yas farkinin ortalama MN degerleri iizerine olan etkileri (p> 0.05, % test).

Her yas grubundan (20- 40; 41 -50; 51 -) elde edilen ortalama MN degerlerine gore

bora maruz kalan grupta ve kontrol grubunda yas gruplar1 arasinda

istatistiksel

olarak anlamli bir farklilk bulunmamaktadir (y” test, p> 0,05) (cizelge 3.8 ve

sekil 3.8.).

3.2.1.3. Orneklerdeki Sigara icimin ortalama MN degerleri iizerine olan etkileri

Maruz ve kontrol grubundaki sigara igen ile igmeyen kisiler i¢in elde edilen ortala -

ma MN degerleri cizelge 3.9.” da goriilmektedir. Bora maruz kalan grup ve kontrol

grubunda sigara igen ve igmeyenler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gdzlenmemistir (° test, p> 0,05) (¢izelge 3.9 ve sekil 3.9.).
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Cizelge 3.9. Maruz grup ve kontrol grubundaki sigara icen ile icmeyen kisiler i¢in elde
edilen ortalama MN degerleri.

Maruz grup Kontrol grubu
Sigara Sigara Sigara Sigara
icen igmeyen icen igmeyen
(n=6) (n=31) (n=8) (n=29)
Ortalama MN 8,67 10,037 18,62 20,79
Standart sapma 2,507 1,78 3,81 3,96
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Sekil 3.9. Sigara i¢iminin ortalama MN degerleri tizerine olan etkileri (p>0.05, % test,).

3.2.1.4. Orneklerdeki ila¢ kullaniminin ortalama MN degerleri iizerine olan

etkileri

Maruz ve kontrol grubundaki ila¢ kullanan ile kullanmayan kisiler i¢in elde edi-
len ortalama MN degerleri ¢izelge 3.10.” da goriilmektedir. Bora maruz kalan grupta

ve kontrol grubunda ilag kullanan ile kullanmayan arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklihk gozlenmemistir (p> 0,05, % test) (¢izelge 3.10 ve sekil 3.10.).
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Cizelge 3.10. Maruz grup ve kontrol grubundaki ila¢ kullanan ile kullanmayan kisiler
icin elde edilen ortalama MN degerleri.

Maruz grup Kontrol grup
flag Ilag Ilag Ilag
kullanan kullanmayan kullanan  kullanmayan
(n=14) (n=23) (n=9) (n=28)
Ortalama MN 10,43 9,44 19,44 20,61
Standart sapma 1,69 2,02 3,28 4,19
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Sekil 3.10. ila¢ kullanimimnin ortalama MN degerleri iizerine olan etkileri (p > 0,05,
2
X~ test).
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3.3. Lenfositlerde Gozlenen Kardes Kromatid Degisimlerinin (SCE) Isik
Mikroskobu Altindaki Goriintiileri

SCE analizlerinde kullandigimiz II. Metafaz (M2) kromozomlarina ait 11k
mikroskobu altindaki goriintiileri sekil 3.11.” de goriilmektedir.

Sekil 3.11. SCE analizlerinde kullandigimiz M2 kromozomlarinin 151k mikroskobu
altindaki goriintiileri. Oklar kardes kromatid degigsimlerini (SCE) gostermektedir.
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3.4. Lenfositlerde CBMN yontemi ile gozlenen MN’ lerin Isik Mikroskobu
Altindaki Goriintiileri

CBMN yonteminde degerlendirmeye alinan ve alinmayan mikrogekirdek

goriintiilerine ait 6rnekler sekil 3.12” de goriilmektedir.

. - -.-‘

Sekil 3.12. CBMN yonteminde degerlendirmeye aliman ve alinmayan
mikrogekirdeklerin 11k mikroskobu altintaki goriintiileri.
I: CBPI’ in hesaplanmasinda kullanilan bir, iki, ii¢ ve dort ¢ekirdekli hiicreler.
II: iki cekirdekli hiicredeki mikrogekirdekler sayilmistir. Oklar degerlendirmeye alinan
mikrogekirdekleri gdstermektedir.
III: Bir ve birden fazla gekirdekli hiicrelerdeki mikrogekirdekler sayima dahil edilmedi.
Oklar degerlendirmeye alinmayan mikrogekirdekleri gdstermektedir.
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4. TARTISMA

Yapmis oldugumuz calismada; icme ve kullanma sular1 (1,55 — 20,8 mg Bor/l) ile
normalin iizerinde bora maruz kalan 38 kisinin periferal kan lenfositlerindeki kardes
kromatid degisimleri (SCE) ve mikrogekirdek (MN) sayilar tespit edilmistir. Bu
degerler, igme ve kullanma sularinda diisiik oranda bor igeren yorelerde (0,07 — 0,2
Bor mg/l) yasayan bireyler arasindan secilen 38 kisilik kontrol grubu ile
karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Elde etmis oldugumuz sonuglar; igme ve
kullanma sularinda yiiksek oranda bor bulunmasi nedeni ile bora maruz kalan
bireylerde gézlenen SCE ve MN degerlerinin, kontrol grubunda yer alan bireylerden

daha diisiik oldugunu gostermektedir.

Elde etmis oldugumuz sonugclar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, bora
maruz kalan bireylerde gozlenen ortalama SCE/hiicre degerinin (7,28 + 1,60),
kontrol grubundaki bireylerden elde edilen ortalama SCE/hiicre degerinden (9,50 +
1,83), istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir (Mann-
Whitney U-test, p<0,05). Bora maruz kalanlar bireylerdeki ortalama MN degerleri
(9,81 = 1,94) ile kontrol grubundaki ortalama MN degerleri (20,32 + 3,98)
karsilagtirildiginda yine bora maruz kalan bireylerde gozlenen ortalama MN
degerlerinin daha diisiik oldugu sdylenebilmektedir. Ancak aradaki fark istatistiksel

olarak anlaml degildir (* test, p>0,05).

Herhangi bir kimyasal maddeye maruziyetin ve bu maruziyetin etkilerinin
aragtirtlmasi hedeflenen caligmalarda, oncelikli olarak yapilmasi gereken; arastirilan
canli populasyonundaki bireylerin viicut sivilarinda (kan, idrar...) maruz kalinan
kimyasal maddenin kantitatif olarak gdsterilmesidir (maruziyetin biyoindikatorii). Bu
yapildig1 taktirde kesin olarak arastirilan canli populasyonunun o kimyasal maddeye
maruz kaldig1 gosterilmis olur. Ayrica maruz kalinan kimyasal maddenin viicut
stvilarindaki konsantrasyonlar1 da belirlendiginde, arastirilan etkilerin hangi dozlarda
ortaya ¢iktig1 ve doz artisi ile birlikte etkilerin de artip artmadigi (doz-cevap iligkisi)

gosterilebilir.

Calismamizda kullanilmis olan kan ornekleri, Eti Maden Isletmeleri Genel

Miidiirliigii ile Balikesir Universitesi Bor Arastirma Merkezi’nin ortak bir projesi
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olan “Insanlarin bir giinde aldiklar1 bor miktarmin saptanmasi ve bunun insan
sagligia etkisinin belirlenmesi” isimli proje dahilinde Yard. Dog. Dr. Mehmet
KORKMAZ tarafindan alinarak analiz edilmek iizere gonderilmistir. Gonderilmis
olan miktar sadece SCE ve MN analizi yapmaya yetecek miktarda oldugundan
gonderilen kanlardaki bor miktarlar1 tayin edilmemistir. Dolayisiyla bu calismada
igme sularinda yiiksek oranda bor igeren bolgelerde yasayanlardan alinan kan
ornekleri; bora maruz kalan bireyler olarak kabul edilmislerdir. igme sularinda diisiik
oranda bor iceren bolgelerde yasayanlardan alinan kan 6rnekleri de, kontrol grubu

olarak kabul edilmislerdir.

Calismamizda yer alan bireyler arasindaki cinsiyet farkinin, yas farkinin, sigara
kullanim1 ve ilag kullaniminin, elde edilen ortalama SCE ve MN degerleri lizerinde
etkili olup olmadig1 da arastirilmistir. Ancak yukarida sayilan faktorlerin, bu ¢alisma
icin se¢ilmis olan bireylerde gozlenen ortalama SCE ve MN degerleri iizerine olan
etkilerinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gozlenmistir. Buna gore, bora maruz
kalan kisilerden elde edilen ortalama SCE ve MN degerlerinin kontrol grubuna gére
diisiik olmasinin yukarida incelenen faktorlerden kaynaklanmadigi anlasilmaktadir.
Yapilmis olan bu istatistiksel degerlendirmeler, igme sularinda yiiksek oranda bor
iceren bolgelerde yasayanlarda gézlenen daha diigsitk SCE ve MN ortalamalarinin bor

maruziyetinden kaynaklandigi ihtimalini giiclendirmektedir.

Calismamiz esnasinda kullanilmis olan kan 6rneklerine uygulamis oldugumuz
sitogenetik testler (SCE, MN), neticede hiicrenin genetik materyalinin gormiis
oldugu hasar ile ilgili bilgi vermektedir. Bu ¢ercevede elde etmis oldugumuz
sonuglar1 yorumlayacak olursak; bora maruz kalan bireylerde gozlenen genetik
hasarin ¢ok daha diisiik oldugunu sdylemek miimkiindiir. Bu durumda borun
olusabilecek genetik hasarlara karsi koruyucu bir etkisinin olabilecegi sdylenebilir.
Bugiine kadar yapilmis olan caligmalar boyle bir ihtimali giliclendirmektedir.
Ozellikle bor maruziyetinin “Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz” aktivitesini arttirdig1 ve
sonugta NADPH olusumunu indiikledigi, si¢anlarda yapilan deneylerde
gosterilmigtir. Buna bagli olarak hiicrelerde GSH miktarinin (asagida gosterilen
mekanizmaya bagl olarak) artmasi sonucunda, hiicreler toksik oksijen radikallerinin
zararh etkilerine kars1 korunabilmektedir (Samman ve ark.,1998, Devirian ve Volpe,

2003).
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GSSG Rediiktaz
GSSG + NADP '+ H" > 2 GSH + NADP"

G6PD
Glukoz-6-Fosfat + NADP+ > 6-Fosfoglukonik Asit + NADPH

Hiicrelerde GSH/GSSG oranmin diisiik olmasinin, hiicreleri oksijen radikallerinin
olusturabilecekleri hasarlara kars1 daha duyarli hale getirdigi bilinmektedir (Ercal ve
ark. 2001). Buna bagli olarak herhangi bir ksenobiyotik maruziyeti sonrasinda
hiicrede lipit peroksidasyonunun baglamasi ve oksidatif DNA hasarinin meydana
gelmesi ihtimali artmig olacaktir. Konu bu yonii ile ele alindiginda, bor maruziyetinin
hiicre i¢inde GSH diizeyini yiikseltebilece§i ve buna bagli olarak hiicrelerde
ksenobiyotik maruziyeti sonrasinda olusabilecek oksijen radikallerinin, lipit
peroksidasyonunu veya oksidatif DNA hasarini indiiklemesini Onleyebilecegi
diisiiniilebilir. Buna gore yapmis oldugumuz c¢alismada bora maruz kalan bireylerde
goriilen SCE ve MN degerlerinin kontrol grubuna gore diisiik olmasi, borun
hiicrelerdeki GSH diizeylerini arttirabilmesinden kaynaklanmis olabilecegi seklinde
yorumlanabilir. Yukaridaki bilimsel veriler 1s1¢inda yapmis oldugumuz bu
degerlendirme eger dogru ise, bu durumda ksenobiyotik maruziyeti sonrasinda
olusabilecek genotoksik etkilere karst borun koruyucu bir etkisinin oldugu

diistiniilebilir.

Yapmis oldugumuz ¢alismanin sonuglar1 yukaridaki bigimde yorumlanabilecegi

gibi, bir baska sekilde yorumlanabilir;

Anabilim Dalimiz Laboratuarlarinda ¢ok uzun zamandan beri farkli meslek
gruplarinda, mesleki ve ¢evresel kimyasal maddelere maruziyetler sonucunda olusan
genotoksik etkiler SCE ve MN testleri kullanilarak yapilmaktadir. Dogal olarak bu
calismalarin her birinde de kontrol gruplar1 kullanilmistir. Bu nedenle elimizde daha
onceki caligmalara ait kontrol gruplarindan elde edilen ortalama SCE ve MN
degerleri mevcuttur. Bu c¢aligmalarda kontrol grubu i¢in elde etmis oldugumuz
ortalama degerler SCE ve MN ig¢in sirasiyla “4-6 SCE/Hiicre” ve “5-8 MN/1000 cift
cekirdekli hiicre” seklindedir. Yapmis oldugumuz bu tez ¢aligmasinda elde ettigimiz
degerleri, onceki ¢alismalardan elde ettigimiz bu degerlerle karsilastirdigimizda, bu

calismanin kontrol grubunda gozlenen ortalama SCE ve MN degerlerinin istatistiksel
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olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugu goriilmektedir (Mann-Whitney U-test,
p<0,05, %* test, p<0,05). Yani bu ¢alismanin kontrol grubundan elde edilen ortalama
SCE ve MN degerleri daha 6nce yapmis oldugumuz caligmalardaki kontrol grubu
ortalamalarindan oldukc¢a yiiksektir. Boyle bir sonug, bu ¢alismada kontrol grubu
olarak secilen bireylerin yasadiklar1 bolge itibariyla genotoksik etkili bir kimyasal
maddeye maruz kaldiklarin1 diisiindiirmektedir. Bora maruz kalan bireylerden elde
etmis oldugumuz ortalama SCE ve MN degerlerinin, daha 6nceki ¢alismalarimizda
kontrol gruplari i¢in elde etmis oldugumuz ortalama SCE ve MN degerlerinden
istatistiksel olarak bir farklilik gostermemesi de yukarida s6zii edilen bu varsayimi

desteklemektedir (Mann-Whitney U-test, p>0,05, % test, p>0,05).

Sonugta elde etmis oldugumuz sonucglar bu ac¢idan yorumlanacak olursa; Bora
maruz kalan bireylerden elde edilmis olan ortalama SCE ve MN degerleri, bizim
daha once yapmis oldugumuz caligmalarda kontrol grubu olarak kullandigimiz
bireylerden elde edilmis olan ortalama SCE ve MN degerlerinden istatistiksel olarak
bir farklilik gostermemektedir. Bu durumda da Bor maruziyetinin ksenobiyotik
maruziyeti sonucunda olusabilecek genotoksik etkilere karsi ne dlglide koruyucu

olabilecegi konusunda bir yorum yapabilmek miimkiin olamayacaktir.

Yukaridaki iki farkli yorumu bir arada diislinerek bir sonug¢ degerlendirmesi
yapmak gerekirse asagidaki degerlendirmeyi yapmak miimkiindiir;
Kan numunelerinin (hem kontrol grubu bireylerinin hem de bora maruz kalan
maruziyet grubu bireylerinin) toplandig1 bolgelerde eger SCE ve MN artisina sebep
olabilecek bir bagka kimyasal maddeye herhangi bir sekilde maruziyet s6z konusu ise
(boyle bir durum kontrol grubunda elde edilen yiiksek SCE ve MN degerlerini de
aciklayabilir) bu durumda bora maruz kalan bireylerden elde edilen diisiik SCE ve
MN degerleri, borun genotoksik maddelere maruz kalindiginda koruyucu etkisinin
olabilecegi diisiincesini desteklemektedir. Ancak kontrol grubu olarak secilen
bireyler, yasadiklar1 bolge itibariyla genotoksik bir kimyasal maddeye maruz
kaldiklar1 halde, bora maruz kalan bireylerin yasadigi bolgede ayni genotoksik
kimyasal maddeye maruziyet sz konusu degilse bu durumda borun genotoksik

etkilere kars1 bir koruyucu etkisinden s6z etmek miimkiin olamayacaktir.



65

Goriildigii gibi ¢alismamizda 6zellikle kontrol grubu olarak belirlenen kisilerden
elde etmis oldugumuz yiikksek SCE ve MN degerleri, elde etmis oldugumuz
sonuclarin  degerlendirilmesinde  farkli  yorumlarin  yapilabilmesine neden
olabilmektedir. Bu nedenle saglikli bir degerlendirme yapabilmek i¢in o bolgede

daha detayli ¢caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz caligmanin sonuglari; tartisma boliimiinde s6z edilen kosullar
altinda, borun kimyasal maddelere maruziyet sonrasinda olusabilecek genotoksik
etkilere karsi koruyucu bir etkisinin olabilecegini gdstermektedir. Ancak 6zellikle
kontrol grubunu olusturan bireylerde elde edilmis olan yiiksek SCE ve MN degerleri,
sonuglarin farkl sekillerde degerlendirilebilmesine sebep olabilmektedir. Bu nedenle
daha saglikli bir degerlendirme yapabilmek icin bu bolgede daha detayli bir
calismanin yapilmasi gerekmektedir. Oncelikle;

1.  Kan numunelerinin alindig1 bolgelerde SCE ve MN artisina sebep olabilecek
genotoksik bir kimyasal maddeye maruz kalinip kalinmadiginin arastirilmasi.
Boyle bir arastirma o6zellikle kontrol grubundaki yiiksek SCE ve MN
degerlerinin agiklanmasina yardime1 olacaktir.

2. Bundan sonraki calismalarda kontrol ve maruziyet grubu olarak segilecek
bireylerin kan ve idrarlarinda mutlaka bor miktarinin tayin edilmesi.

O bolgedeki bor maruziyetinin genetik materyal iizerine olan etkilerinin

degerlendirilebilmesinde ¢ok daha faydali olacaktir.
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OZET

Bor Maruziyetinin insanlar Uzerindeki Genotoksik Etkilerinin Arastiriimasi

Bu c¢alismanin amaci bora maruz kalinmasi halinde, borun insanlar iizerinde
genotoksik bir etkiye neden olup olmadigini arastirmaktir. Bu amagla iilkemizde
borun en fazla bulundugu Bigadi¢ bolgesinde yasayan insanlardan periferal kan
ornekleri alinarak sitogenetik degerlendirmelerde en ¢ok kullanilan yontemler olan
kardes kromatid degisimi (sister chromatid exchange, SCE) ve mikrogekir-
dek (micronucleus, MN) test yontemleri uygulanmistir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma esnasinda, maruz ve kontrol grubu i¢in ortalama
SCE degerleri siras1 ile 7,28 £ 1,60 ve 9,50 + 1,83; ortalama MN degerleri ise
sirastyla 9,81 + 1,94 ve 20,32 + 3,98 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
istatistiksel olarak bir degerlendirme yapildiginda kontrol grubu igin tespit edilen
ortalama SCE degerlerinin, maruz grup i¢in tespit edilen ortalama SCE degerlerine
gore daha yiiksek oldugu ve her iki grubun ortalama SCE degerleri arasinda anlamli
bir farkin oldugu goriilmiistiir (Whitney U-test, p<0.05). Her iki grubun ortalama
MN degerleri incelendiginde ise kontrol grubu igin tespit edilen ortalama MN
degerlerinin, maruz grup ig¢in tespit edilen ortalama MN degerlerine gore goreceli
olarak daha yiiksek olmasina karsilik her iki grubun ortalama MN degerleri arasin -
daki farkin anlamli olmadig goriilmiistiir (3 testi, p>0.05).

Bora maruz kalan bireylerdeki ortalama SCE ve MN degerlerinin kontrol
grubuna gore diisiik olmasi, borun olusabilecek genetik hasarlara karsi koruyucu
bir etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Soézciikler: Bor, bor genotoksisitesi, kardes kromatid degisimi, lenfosit,
mikrogekirdek.
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SUMMARY

Investigation on the genotoxic effects of boron exposure in humans

The aim of the study was to investigate the genotoxic effects in boron exposed
humans. Accordingly blood samples were taken from the voluntary individulas
(n=38) living in the boron rich area (Balikesir-Bigadi¢) of Turkey in order to
evaluate the cytogenetic effects of bron exposure. The increase of sister chromatid
exchange (SCE) and micronuclues (MN) frequencies in peripheral blood
lymphocytes were used as a cytogenetic biomarker of boron exposure.

According to our results, SCE frequencies in boron exposed individuals (7,28 +
1,60) were significantly (Mann Whitney U- test, p<0,05) lower than the controls
(9,50 £ 1,83). The same decrement was also observed for the MN values in boron
exposed individuals. Nevertheless the difference was statistically not significant (y°
testi, p>0,05). MN values in boron exposed and control group were 9,81 + 1,94 and
20,32 + 3,98 respectively.

Consequently, statistically significant decrease was observed in SCE frequencies
for the boron exposed group when compared with the control group. In spite of the
statistical insignificancy, lower MN values were also observed in boron exposed
group. When these results were taken into consideration the decrease in SCE and
MN values might be a result of a protective effect of boron exposure. However this
suggestion surely needs further investigation.

Key Words: Boron, genotoxicity of boron, lymphocytes, micronucleus, sister
chromatid exchange.
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EKLER

Calismamizda kullanilmis olan kan oOrnekleri, Eti Maden Isletmeleri Genel
Miidiirliigii ile Balikesir Universitesi Bor Arastirma Merkezi’nin ortak bir projesi
olan “Insanlarin bir giinde aldiklar1 bor miktarmin saptanmasi ve bunun insan
saglhigina etkisinin belirlenmesi” isimli proje dahilinde Yard. Dog. Dr. Mehmet
Korkmaz tarafindan alinarak analiz edilmek iizere gonderilmistir. Yukarida adi1 gegen
proje hazirlandig1 tarihlerde Balikesir’de “Etik Kurul” heniiz kurulmamis
oldugundan o tarihte kan alimlari i¢in izin Balikesir Valiliginden alinmistir. Bu
calisma i¢in tarafimiza gonderilen kan 6rnekleri de bu izin dogrultusunda alinmistir.

Bu konu ile ilgili belgeler asagida yer almaktadir.
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