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1.  GIRIS

1.1. Bor

1.1.1. Borun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Bor; kimyasal sembolii B, atom agirligi 10.811 ve atom numarast 5 olan bir
elementtir. Periyodik tabloda Grup IIIA’da bulunur. Grubun metal olmayan tek

elementidir. Metalle ametal arasi yar1 metal bir element olup, yari iletken 6zellige

10 11
sahiptir. Dogadaki bor, iki kararli izotopun karigimindan olusur; B (%19.8) ve B
(9%80.2) dir (IPCS, 1998; WHO, 1998; U.S.EPA, 2004).

Bor elementinin cesitli allotroplar1 vardir. Amorf bor yogunlugu 2.34 g/cm?
olan kahverengi bir tozdur. Kristal formu ise siyah ve son derece sert (Mohs sertlik
skalasinda yaklasik 9.5°tir.) bir yap1 olup, yogunlugu 2.33 g/cm®tiir. Kristal yapisi
tetragonal-hekzagonaldir. Elementel borun erime noktasi oldukg¢a yiiksek olup
yaklasik 2300 °C, kaynama noktasi ise yaklasik 4000 °C’dir. Diger ozellikler
Cizelge 1.1°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Borun atomik yapisi.

Atomik Cap1 1.17A
Atomik Hacmi 4.6cm*/mol
Kiristal yapist Es kenarl
Elektron Konfigiirasyonu 1s? 2s°p*
Iyonik Capi 0.23A
Elektron Sayisi (yiiksiiz) 5
Nétron Sayisi 6
Proton sayist 5
Valans Elektronlar 2s%p?t




Bor elementinin dogada en ¢ok bulunan ve en ¢ok kullanilan formlar1 borik asit
ve boratlardir. Borik asit ve sodyum boratlar, ABD Farmakopesi-Uluslararasi
Kodeksi ve Ingiliz Farmakopesi tarafindan tibbi agidan dnemli bilesikler olarak
simiflandirilmistir. Borik asit, pKa’s1t 9.2 olan zayif bir asittir. Fizyolojik pH’ta

disosiye olamayan asitin sulu ¢ozeltisi olarak bulunur (Woods, 1994).

Bor bilesenlerinin ¢esitli oksidasyon basamaklar1 vardir. Bunlarin en énemli ve
yaygin olan1 + 3’tiir. + 1, 0 ve 0’dan daha diisiik oksidasyon basamaklar1 da vardir.
Ancak bunlar sadece yiiksek oranda borat igeren bilesenlerde bulunur (Power ve ark.,
1997).

Borik asit ve sodyum borat tuzlari; insektisit, herbisit, fungusit, algaesit ve

akarasit olarak kullanilan pestisitlerin aktif bilesenlerindendir (U.S.EPA, 2006).



Cizelge 1.2. Bor ve secilen bor bilesenlerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (ATSDR(1992); ECETOC(1994); U.S. EPA(1987); WHO(1998a)).

Boraks

Bor Borik Asit Boraks Pentahidrat Susuz Boraks Bor Oksit
CAS Kayit Numarast 7440-42-8 10043-35-3 1303-96-4 12179-04-3 1330-43-4 1303
Molekil Formuli B H3803 Na,B,0,.10H,0 Na,B,0;.5H,0 Na,B,0O; BzOg
Molekiil Agirlig 10.81 61.83 381.43 291.35 201.27 69.62
Bor Igerigi (%) 100 17.48 11.34 14.85 21.49 31.06
. . Beyaz veya Beyaz veya Beyaz veya
- Siyah kristal VeYa | renksiz kristal renksiz kristal renksiz kristal Beya_z veya Beya_z veya
Fiziksel Formu sari-kahverengi RS RO RO renksiz camst renksiz camsi
graniilleri veya grantilleri veya grantilleri veya i i
amorf toz graniiller graniiller
tozu tozu tozu
Spesifik Yogunluk
(20°C) 2.34 151 1.73 181 2.37 2.46
Erime Noktas1 (°C) . .
Kapah alanda 2300 171 >62 <200 Bilgi yok Bilgi yok
Erime Noktast (°C) 2300 450 742 742 742 450
Susuz form (kristal)
e - 4.72 @ 20°C 4.71 @ 20°C 3.6 @ 20°C 2.48 @ 20°C Hizla suyla
Suda Coziiniirlik (ozlinmez 27.53 @100°C | 65.63 @ 100°C | 50.15 @ 100°C | 34.5@ 100°C birlesme
-5
Buhar basmer 156x10°am @ | gjji yok Bilgi yok Bilgi yok Bilgi yok Bilgi yok

2140°C




1.1.2. Borun Dogada Bulunusu

Yeryiiziinde dogal olarak ortaya ¢ikan bir element olan bor, dogada diisiik
konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Woods, 1994). Buna ragmen su, tas ve toprakta
yaygin olarak bulunan bir elementtir (Murray, 1995). Bor elementinin
konsantrasyonu, bazi toprak ve killi taglarda 100 ppm’e kadar yiikselmekle birlikte
topragin bor igerigi ortalama 10-20 ppm’dir. Deniz sularinda oran 0.5-9.6 ppm
arasinda degismekle birlikte ortalama 4.6 ppm’dir. Tath sularda ise konsantrasyon

0.01-1.5 ppm araligindadir.

Dogada yaklasik 230 gesit bor minerali vardir. Ancak elementel bor dogada
tek basina bulunmaz, her zaman oksijene bagli olarak bulunur. Bazi formlarinda
oksijenle birlikte baska mineraller de olabilir (U.S.EPA, 1987; IEHR, 1997). Bu
minerallerin ¢evrede en yiiksek miktarda bulunan formlar1 borik asit ve boratlardir.
Bor bilesikleri dogada su ile ¢oziinerek borik asit formuna doniisiir. Bu bilesiklerin
oral aliminda fizyolojik sivilarda (kan, idrar vb.) gozlenen formu da borik asittir.
Boratlarin en yogun miktarda bulunani ise boraks olarak da bilinen sodyum
boratlardir. Bu mineraller arasinda en onemlileri yapisinda sodyum, kalsiyum ve
sodyum-kalsiyum bulunanlardir. Sodyum kokenli bor minerallerine boraks
(NayB4O7-10H,0), kalsiyum kokenli bor minerallerine kolemanit (CaBgO11.5H,0),

sodyum-kalsiyum kokenli bor minerallerine ise iileksit (NaCaBs09.8H,0) adi verilir.

1.1.3. Borun Endiistride Kullanimi

Bor; basta cam, gilibre ve deterjan sanayi olmak iizere endiistrinin farkli dallarinda
cok sik tercih edilmektedir. Toplam tiiketimin %50’sinden fazlasini cam sanayi
olusturmaktadir. Cam endistrisinde kullanilan bor {irtinleri iiretilecek camin cinsine
gore degisiklik gostermektedir. Uleksit ve boraks pentahidrat, yiiksek kalitede
yalittim amagli cam yiinii tiretiminde; kolemanit ve borik asit ise insaat, elektronik,
otomotiv ve enerji sektorlerinde tiiketilen dayanikli plastik ve kompozit

malzemelerin yapiminda kullanilan tekstil tipi cam elyafi iiretiminde kullanilan temel



bor iiriinleridir. Borosilikat camlar ise izolasyon cam elyaflari, tekstil cam elyaflari,

optik lifler, cam seramikler, siseler vb. tiriinlerin tiretiminde kullanilmaktadir.

Bunun yani sira bor tarim endiistrisi i¢in yadsinamayacak kadar oénemli bir
mineraldir. Tarim ve ormancilikta yaygin olarak kullanilmakta olup 6zellikle

giibre olarak ve istenmeyen ot, bocek vb. ile miicadelede tercih edilmektedir.

Bagka bir kullanim alani da elektrik-elektronik, bilgisayar ve haberlesme
sanayidir. Cep telefonu, modem, televizyon, mikrog¢ip, CD siiriiciiler, 1s1-aginmaya
dayanikli fiber optik kablolar, vakum tiipleri ve sigortalarin yapiminda
kullanilmaktadir. Enerji sanayinde ise hidrojen tastyicilarinda, gilines enerjisinin

depolanmasinda ve giines pillerinin korunmasinda kullanilmaktadir.

Bunlara ek olarak bor, kimya sanayinin de vazgegilmez bilesenlerinden biridir.
Deterjan, boya, yanmayi geciktirici iriinler ve fotografgilikta kullanilan
kimyasallarin iiretiminde bor bilesiklerinden yararlanilmaktadir. Ayrica elektrolitik

islemler, ahsap, kaucuk, plastik ve kagit endiistrisinde de kullanilmaktadir.

Bor mineralinin en 6nemli kullanim alanlarindan biri de ilag ve kozmetik
sanayidir. Dezenfekte ediciler, antiseptikler, dis macunlar1 vb. ¢ozeltilerin bilesimine
girer. Kozmetik sektoriinde 6zellikle tiriine kazandirdigr yumusaklik, yapiskanlik ve

dayaniklilik 6zellikleri sebebi ile tercih edilmektedir.

Bor ayrica metaliirjide lehimleme, briket yapimi ve dékiim malzemelerinde
katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Siirtiinme-asinmaya dayanikli {riinlerin
yapiminda, izolasyon malzemesi olarak, paslanmaz ve alasimli ¢elik sanayide
korozyona karsi, elektro kaplama uygulamalarinda temizleyici ve tampon olarak

kullanilmaktadir.

Bor, niikleer kazalarda giivenlik amagh, niikleer atik depolayici ve ndtron
absorbani olarak kullanilmaktadir. Yaklasik her bir bor atomu bir ndtron absorbe

etmektedir. Bu nedenle, atom reaktorlerinin kontrol sistemleri ile sogutma



havuzlarinda ve reaktdriin alarm ile kapatilmasinda kullanilmaktadir. Atom
reaktorlerinde borlu ¢elikler, bor karbiirler ve titan bor alagimlar tercih edilmektedir.
Ayrica, niikleer atiklarin depolanmasi igin bir bor cevheri olan kolemanit

kullanilmaktadir.

Otomotiv sanayide hava yastiklariin {retimi, hidrolik sistemler, arag
igerisinde 1s1 ve ses yalitimi saglamak amaciyla ve antifriz karisimina katki

malzemesi olarak kullanilmaktadir.

Tiim bunlarin yani sira bor bilesiklerinin savunma ve havacilik sanayide de
kullanimi vardir. Jet ve roket motorlarinin i¢ kisimlarinda, zirhli techizat yapiminda
kullanilmaktadir. Fiize ve roket yakit1 olarak; tank, tabanca, top, tiifek {iretiminde;
zirhli personel tastyicilarin zirhlarini giiglendirici seramik plaklarda, celik yelekler ve
kompozit malzemelerde kullanilmaktadir (http://www.etimaden.gov.tr/bor-kullanim-
alanlari-77k.htm).

1.1.4. Borun Saghk Uzerine Yararh Etkileri ve Tedavide Kullanimi

Cesitli deneysel modeller kullanilarak yapilan arastirmalarin sonuglarina gore bor

insanlar da dahil olmak tizere tiim canli gruplari i¢in yararl bir biyoaktif elementtir.

Cok sayida gelismis hayvanin, yasam dongiisiinii tamamlayabilmek i¢in bora
ihtiyag duydugunu gosteren yoksunluk ¢aligsmalari bulunmaktadir. Bitki ve hayvanlar
icin esansiyel bir mineral oldugu kanitlanan borun insanlar i¢in de esansiyel
oldugunu gosteren c¢aligmalar bulunmakla birlikte kesin verilere ulagsmak i¢in bu

caligmalarin arttirilmasi gerekmektedir.

Insan ve hayvanlarda ortak yiiriitiilen bir calisma yapilmistir. Elde edilen
veriler, insanlar i¢in kabul edilebilir glivenli bor alim miktarinin giinlik 1-13 mg

olmasi gerektigini gostermektedir. Ancak son zamanlar elde edilen bulgular niifusun



onemli bir kisminin giinde 1 mg’dan daha az bor tiikettigini ispatlamaktadir. Bu

durum klinik agidan 6nemli bir endise olusturmaktadir (Nielsen, 1998).

Bor ozellikle immiin sistem, iskelet-kas sistemi, sinir sistemi, {reme
sistemleri ve enerji metabolizmasina olan etkileri agisindan 6nemli bir mineraldir.
Digiik dozda bor alimmin; bu sistemlerde bozukluklara neden olabilecegi
bulunmustur. Dolayisiyla giinliik diyette bora yer verilmelidir. Genel olarak meyve,
sebze, baklagil, kuruyemis acisindan zengin bir diyetle bor alinabilir. Ozellikle
findik, badem, hurma, elma, erik, iizim, brokoli, domates, patates bol miktarda bor

igeren besin maddeleridir (Nielsen, 2008).

Diyetle zengin bor alimi makromineral, enerji, nitrojen ve reaktif oksijen
metabolizmas: iizerinde etkilidir. Bor, enzim sistemlerinde metabolizmay1 diizenler
(Nielsen, 1998). Borik asitin kalsiyum ve potasyum metabolizmasinda (Meacham ve
ark., 1994), D vitamini (Hunt, 1996), aldehit dehidrogenaz, ksantin oksidaz,
sitokrom-b5 rediiktaz (Hunt, 1996; Devirian ve Volpe, 2003), insiilin, Ostrojen,
testosteron, T3, T4 (Armstrong ve ark., 2001), trigliserit, glukoz (Eren ve ark., 2006)
ve reaktif oksijen tiirleri (Tiirkez ve ark., 2007; 2012; Ince ve ark., 2011) {izerinde

etkili oldugu gosterilmistir.

Borik asit, ayrica tipta goz ve kulak iltihaplanmalarin1 tedavi amaciyla
kullanilan sterilizasyon preparatlarinda, lens soliisyonlarinda ve bazi merhemlerin
yapiminda kullanilmaktadir. Bor mineralleri ise ¢ok ¢esitli vitamin-mineral

komplekslerinin i¢eriginde bulunmaktadir.

1.1.4.1. Borun Antioksidan Ozelligi

Bor bilesiklerinin biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlar1 2 temel hipoteze
dayandirilmaktadir. Bu hipotezlerden ilki bor bilesiklerinin hiicre membran
fonksiyonlarinda rol oynayarak hormonlar iizerine etkisini gdstermesi, ikincisi ise

bircok enzimatik sistemde metabolik diizenleyici olarak rol oynamasi olabilir. Ancak



bunlarin yaninda bor bilesiklerinin antioksidan savunma mekanizmasi {izerine

etkileri heniiz tam olarak anlasilamamistir (Pawa ve Ali, 2006).

Bor, dokularda oksidan/antioksidan dengenin siirdiiriilmesine yardim eder.
Glutatyon ve tiirevlerinin viicuttaki stoklarini artirarak veya diger reaktif oksijen
tiirlerini notralize eden ajanlari indiikleyerek oksidatif hasari siirlandirir (Hunt ve
Idso, 1999).

Bor bilesikleri, NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) seviyelerinin
diizenlenmesinde rol alir (Devirian ve Volpe, 2003). Bununla birlikte viicudu toksik
oksijen radikallerine karsi koruyan GSH (glutatyon) seviyesinin artmasini saglar
(Hunt, 1998). Bugiine kadar yapilan ¢esitli ¢alismalar bu diislinceyi
giiclendirmektedir. Yapilan sigcan deneylerinde bor maruziyeti sonucunda G6PD
(glukoz-6-fosfat dehidrogenaz) aktivitesinin arttigi, sonugta NADPH olusumunun
indiiklendigi ve buna bagli olarak hiicrelerde GSH miktarinin da yiikseldigi

goriilmistiir (Samman ve ark., 1998; Derivian ve Volpe, 2003).

SCE (kardes kromatit degisimi) ve MN (mikrogekirdek) yontemleri
kullanilarak yapilan bir ¢aligmada belli dozlarda bora maruz kalan bireylerdeki DNA
hasarlari, maruz kalmayan bireylerle kiyaslanmigtir. Bora maruz kalan bireylerdeki
DNA hasarmin kontrolle kiyaslandiginda daha diisiik seviyelerde oldugu
gozlenmistir. Bu ve benzeri galismalardan yola ¢ikarak borun olusabilecek DNA
hasarlarina kars1 koruyucu etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir (Ugkun ve ark.,

2009).

2007 yilinda Tiirkez ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada; sigara icmeyen
24-30 yas araliginda, daha 6nce herhangi bir toksik maddeye maruz kalmadigi
bilinen 10 saglikli erkek dondrden alinan heparinize kanlar kullanilmistir. Hiicreler
bor bilesenlerine (borik asit, boraks, kolemanit ve iileksit) 0.5-500 mg/L araliginda
kan  konsantrasyonu  oOlusturacak  sekilde maruz  birakilmistir.  Belirli
konsantrasyonlarda (0.5-20 mg/L) eritrositlerdeki antioksidan enzim aktivitelerinde
(SOD (siiperoksit dismutaz), CAT (katalaz), GSH-Px (glutatyon peroksidaz), GST


http://tr.wikipedia.org/wiki/Nikotinamid_adenin_din%C3%BCkleotit

(glutatyon S-transferaz), G6PD) belirgin bir artis goézlenmistir. tGSH (total
glutatyon) ve TAC (total antioksidan kapasite) seviyeleri de artmistir. Yiiksek
konsantrasyonlarda (500 mg/L) ise bu enzimlerin aktivitelerinin  distigi
gorilmistir. Ayn1 calismada lenfosit kiiltiirlerinde bor bilesenlerinin genotoksik
aktivitesi de arastirilmistir. SCE, MN ve CA (komet testi) analiz yontemlerine gore,

bu bilesenlerin genotoksik potansiyellerinin olmadigi bulunmustur.

1.1.4.2. Borun immiin Sistem Uzerine Etkileri

Insan ve deney hayvanlarinda yapilan calismalar bor bilesiklerinin immiin sistem

tizerine etkili oldugunu gostermektedir (Hunt ve Idso, 1999).

Sicanlarda yapilan bir ¢aligmada diisiik bor i¢eren diyete bor ilavesi, antijene
kars1 total serum antikor konsantrasyonunu artirmistir (Bai ve ark., 1997). Yapilan
bir calismada bor destekli diyetle (5 mg/kg) beslenen domuzlar, bor miktar1 az olan
(1-2 mg/kg) diyetle beslenen domuzlarla karsilagtirilmistir. Borca zengin diyetle
beslenen domuzlarda intradermal fitohemagliitinin enjeksiyonuna karst olusan

antienflamatuvar cevabin daha fazla oldugu goriilmiistiir (Armstrong ve ark., 2001).

Borik asit dis hekimliginde de kullanilmaktadir. Yapilan bir calismada ligatiir
baglanarak deneysel periodontitis olusturulan si¢anlara, ag1z yoluyla 11 giin boyunca
giinlik 3 mg sistemik borik asit verilmistir. Sicanlarda 11 giin sonra alveolar
kemikteki degisiklikler ve doku ornekleri incelenmistir. Kontrolle kiyaslandiginda
alveolar kemik kayb, hiicre kayb1 ve osteoklast sayisinin borik asit uygulanan grupta
daha az oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak sistemik borik asit uygulamasinin,
periodontal hastalikli siganlarda enflamasyon ve alveoler kemik kaybini azalttig

raporlanmistir (Demirer ve ark., 2012).



10

1.1.4.3. Borun Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Bor insanda beyin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol alir. Hafizanin
giiclendirilmesi ve psikomotor becerilerin artisin1 saglar. Giinliik 3.25 mg bor
alimimin motor aktivitelerde, tepki siiresinde, kisa ve uzun siireli hafiza ve dikkat
yetencklerinde gelisme sagladigi belirlenmistir. Daha diisiik dozda alimda ise
bireylerin daha zayif psikomotor ve zihinsel performans sergiledikleri gozlenmistir.
Bu c¢alismalar borun, beyin fonksiyonlart ve zihinsel performans igin temel

elementlerden biri oldugunu gostermektedir. (Penland, 1994).

Borik asitin, noronlar {izerinde koruyucu etkisinin olup olmadigimni saptamak
amactyla bir calisma yapilmistir. Bu c¢alismada AICl3 (aliiminyum kloriir) ile
sucanlarda olusturulan beyin hasarina kars1 borik asitin etkisi incelenmistir. Sprague-

Dawley sicanlar1 rasgele 8 gruba ayrilmistir:

e 1. Grup: Kontrol

e 2. Grup: AICl3 (giinde 5 mg/kg),

e 3. Grup: Borik asit (giinde 3.25 mg/kg),

e 4. Grup: Borik asit (giinde 36 mg/kg)

e 5. Grup: Borik asit (glinde 58.5 mg/kg)

e 6. Grup: AICl3 (giinde 5 mg/kg) + Borik asit (giinde 3.25 mg/kg),
e 7. Grup: AICI3 (giinde 5 mg/kg) + Borik asit (giinde 36 mg/kg),

e 8. Grup: AICI; (giinde 5 mg/kg) + Borik asit (giinde 58.5 mg/kg).

Sicanlar Oldiiriildiikten sonra, beyinleri 151tk ve elektron mikroskobu
kullanilarak incelenmis ve toplam ndron sayist saptanmistir. AICl; uygulamasini
takiben beyin dokusundaki kalitatif ve kantitatif degisiklikler arastirilmistir.
Arastirmanin sonuglarina gore, AICl3 ve AICI; + yiiksek doz borik asit (giinde 36 ve
58.5 mg/kg) tedavi gruplarinda, si¢anlarin beyin dokularinda yiiksek hasar
gorilmistiir. AICI; + disiik doz borik asit (giinde 3.25 mg/kg) gruplart diger AICI3
gruplariyla karsilastirildiginda ise 3.25 mg/kg borik asit uygulamasinin bu siganlarin

noronlarmda koruyucu etki olusturdugu gozlenmistir. Elde edilen verilere gore
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uygun dozda uygulanan borik asitin, serebral korteks tizerinde AICl3’iin olusturdugu

advers etkileri azaltabilecegi sonucuna varilmistir (Colak ve ark., 2011).

Bor ayn1 zamanda beyin tiimoérlerinin tedavisinde de kullanilmaktadir. BNCT
(bor noétron yakalama tedavisi); ¢esitli tiimorlerin, ozellikle glioblastoma ve
melanoma tipi beyin timdrlerinin, tedavisinde kullanilan iki bilesenli radyasyon
tedavi yontemidir. Birinci bileseni timor hiicrelerinde toplanan kararli bor izotopu
(*°B), ikinci bileseni ise diisiik enerjili nétron kaynagidir. Tiimér hiicrelerinin
igindeki veya hemen bitisigindeki bu izotop, nétron kaynagindan gelen nétronlari
yakaladiktan sonra parcalanmakta ve agiga ¢ikan yiiksek enerji yiiklii parcaciklar ('Li
ve “He) sadece timér hiicrelerine zarar vermektedir. Cogunlukla etraftaki normal
hiicreler zarar gormemektedir. BNCT {izerine yapilan aragtirmalar yiiksek bor igeren
spesifik bilesiklerin tiimor hiicrelerinde segici olarak birikebilmesini hedefleyen yeni
ajanlarin sentezlemesi ve kanser hiicreleri {izerine maksimum yogunlukta termal
notronlarin ulagmasi i¢in nétron demetinin ve yogunlugunun uygun olarak se¢ilmesi

tizerinde yogunlagsmaktadir (Kahraman, 2004).

1.1.4.4. Borun Ureme Sistemleri Uzerine Etkileri

Sentetik steroidler profesyonel olmayan atletler tarafindan sik¢a kullanilmaktadir.
Viicut gelistirmede kullanilan takviyelerde c¢ok cesitli vitamin ve mineraller
bulunmaktadir. Bor bu amagla suistimal edilen minerallerden biridir. Bor igeren
destekleyici triinlerin plazma steroid hormonlarin konsantrasyonlarini arttirdigi
goriilmistiir. Kontrol grubuyla karsilastirmali olarak yiiriitilen bir ¢alismada,
kisilerin kanlarindaki E2 (17-B estradiol) konsantrasyonunda belirgin artislar
gozlenmistir (p<0.004). Ayrica plazma T (testosteron) seviyeleri ve E2/T oraninda
da artig goriilmiistiir. Ancak viicuttaki lipit seviyelerinde herhangi bir diizensizlik
goriilmemistir. Elde edilen verilere gore bor takviyesinin, erkeklerde testosteron
seviyesini artirmak suretiyle kas doku miktarinda artisa neden oldugu

diistiniilmektedir (Nielsen, 1988).
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1.1.4.4.1. Borun Prostat Kanseri Uzerine Etkileri

Insan ve hayvanlarda yapilan epidemiyolojik arastirmalar ve hiicre kiiltiirii
calismalarina gore bor bilesikleri, prostat kanserine karsi koruyucu etkili maddelerdir
(Barranco, 2006).

Yeralti ve igme sularimin Ol¢limiiyle yapilan bir calismada artan bor
konsantrasyonlarinin, prostat kanseri insidans1 ve mortalite riskinde azalma sagladigi

goriilmiistiir (Barranco ve ark.,2007).

Fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada ise borik asitin prostat tiimoriiniin
biiylimesini yavaslattigi, IGF (insiilin-like growth faktor) ve PSA (prostat spesifik
antijen) diizeylerini diistirdiigii tespit edilmistir (Gallardo-Williams ve ark., 2004).

PSA, prostat kanserinin iyi yapilanmig bir gostergesidir. NPBA (3-nitrofenil
borik asit) ve borik asitin, PSA’nin enzimatik aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur.
Western blot yontemiyle yapilan bir analizde, NPBA varliginda PSA diizeylerinde
belirgin bir azalma saptanmistir. Ayrica borik asitin timor ilerlemesi ve metastazini
da engelledigi goriilmistiir. Elde edilen sonuglar, PSA aktivitesinin azaltilmasi
amactyla bor bilesiklerinin kullanilabilecegini gostermistir (Gallardo-Williams ve
ark, 2003).

Bagka bir calismada insan prostat kanseri hiicre tiplerinden biri olan DU-145
hiicreleri kullanilmistir. Calisma siiresince borik asitle tedavi edilen DU-145 prostat
kanseri hiicrelerindeki degisiklikler incelenmistir. Uygun seviyelerde uzatilmisg
maruziyet, hiicrelerde morfolojik degisikliklere neden olmustur. Bu morfolojik
degisiklikler; graniile olma Ozelligi ve intraseliiler vezikiil igeriginde artma, hiicre
voliimiinde azalma seklindedir. Bu bulgular neticesinde borik asitin insanlarda
prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyebilecegi goriilmiistiir (Barranco ve

Eckhert, 2004; 2006).
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Henderson ve arkadaslart 2009 yilinda kanserli ve kansersiz insan prostat
hiicrelerinde borik asitin aktivitesini arastirmislardir. Hiicre veya diger biyolojik
partikiillerin ayrintili olarak analizini saglayan akim sitometri yontemi ve mikroskop
analizleriyle inceleme yapilmistir. DU-145 hiicreleri farkli konsantrasyonlarda borik
asite 1 saat maruz birakilmistir. Hiicreler i¢in Ca*? (Kalsiyum) seviyesi ¢ogalmanin
tespiti agisindan uygun bir gostergedir. Bu nedenle DU-145 hiicrelerinde maruziyetin
ardindan Ca*? seviyeleri incelenmis ve %32 oraninda azalma gorilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, uygun konsantrasyonlarda borik asitin prostat kanseri riskini

azalttig diistiniilmiistiir.

1.1.4.4.2. Borun Vajinal Enfeksiyonlar Uzerine Etkileri

Borik asit; kadinlarda, azole direngli non-albicans candida tiirleri igin geleneksel
tedavinin ige yaramadigr durumlarda vajinitin tekrarlayan kronik semptomlari igin

giivenli ve ekonomik bir alternatiftir (lavazzo ve ark., 2011).

Borik asitin vulvovajinal kandidiyazis enfeksiyonlarindaki tedavi kapasitesini
aragtirmak amaciyla; nistatin, terkonazol, flusitozin, itrakonazol, klotrimazol,
ketakonazol, flukonazol, bukonazol ve mikonazol ile karsilastirildigi 14 galisma
yapilmistir. Bu ¢aligmalarin 7 tanesinde borik asit tekli tedavi olarak uygulanmistir.
Borik asitle tedavi edilen gruplarda, mikolojik tedavi oranlar1 %40’dan %100’e kadar
degisen bir aralikta bulunmustur. Gruplar arasinda, tedavi sonrast donemde niiksetme
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar yoktur. Bununla birlikte
caligmalarda bazi advers etkiler tespit edilmistir. En sik goriilenler; vajinal hassasiyet

(<%10), vajinal yanma, vajinal eritem ve su kaybidir (lavazzo ve ark., 2011).

Baska bir calismada, agir hipersensitivite reaksiyonlar1 yiiziinden
nitroimidazolu tolere edemeyen Trichomonas vajinalis enfeksiyonuna kapilmis bir
hasta incelenmistir. Hastada hassasiyetin azaltilmasinin  miimkiin olmadig:
goriilmiistiir. Intravajinal klotrimazol, paromomisin, furazolidon ve oral nitazoksanid

tedavisi uygulanmis; vajinal bolge povidon-iodin ile yikanmistir. Ancak tiim bu
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uygulamalar hastanin enfeksiyonunu tedavi etmede basarisiz olmustur. Ardindan 2
aylik intravajinal topikal borik asit tedavi plan1 uygulanmis ve hasta tedavi edilmistir.
Tedaviden 60 giin sonra yapilan kiiltirde Trichomonas vaginalis negatifliginin

devam ettigi goriilmiistiir (Muzny ve ark., 2012).

1.1.4.5. Borun iskelet ve Kas Sistemi Uzerine Etkileri

Insanda kemik mineral yogunlugu ile bor-magnezyum/bor-kalsiyum seviyeleri
arasinda bir iligski saptanmistir. Son zamanlardaki ¢ogu ¢alisma, az miktarda borla
desteklenen diyet uygulayan kadinlarin kemik mineral yogunlugunda artis oldugunu

gostermektedir.

Borun kemik metabolizmasindaki rolii daha ¢ok; bu mineralin kalsiyum,
magnezyum ve D vitamini gibi diger vitamin ve minerallerle etkilesimiyle iligkilidir
(Volpe ve ark., 1993). Viicuttaki kalsiyum ve magnezyum emilimini kolaylastirir ve

mineral metabolizmalarina etki ederek kemikleri giiclendirir (King ve ark., 1991).

Insan viicudunda kortikal kemik ve trabekiiler kemik olmak iizere iki ayri
kemik tirid vardir. Kortikal kemik tim viicut kemiklerinin % 80’ini olusturur.
Trabekiiler kemik ise ar1 petegi yapisinda ve yiizey alani kortikal kemige oranla daha
genis bir kemik tiiridiir. Bu tip kemikler 6zellikle omurgalarda ve uzun kemiklerin
uc kisimlarinda yer alir. Osteoporoza bagh kiriklara en hassas bolgeler buralardir.
Yapilan bir ¢alismada bor bilesiklerinin trabekiiler kemiklerin yapisini diizenlemede
etkili oldugu goriilmiistir. Bu da bu bilesiklerin osteoporoz tedavisinde
kullanilabilecegi tezini desteklemektedir. Aslinda bor, tek basina kemik mineral
homeostazisi veya Ostrojen seviyesi lizerine etkili degildir. Ancak kandaki Ostrojen
seviyesinin artmasma yardimci olarak osteoporoz tedavisinde kullanilabilir.
Menapoza giren kadinlarda diyete bor ilavesinin serum 17p-estradiol ve testosteron
konsantrasyonlarini yiikselttigi, kalsiyum ve magnezyum atilimini azalttig1, ovaryum
fonksiyonlarmi diizenledigi ve menapozla olusan kemik kaybmi azalttig:

bulunmustur. Ayrica overleri ¢ikarilmis (OVX-Ovariectomized) si¢anlarda yapilan


http://en.wikipedia.org/wiki/Ovariectomized_rat
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bir ¢aligmada borun trabekiiler kemiklerin gelisimini indiikleyerek 17p-estradiol’iin
etkisini arttirdigi bulunmustur Bu artisin sinerjistik olarak kalsiyum ve magnezyum
homeostazisi sagladigi, dolayisiyla kemik gelisiminde etkili oldugu gorilmiistiir
(Sheng ve ark., 2001).

Bagka bir ¢aligmada, osteoartrit oldugu radyografik olarak kabul edilen 20
hastaya, 8 hafta boyunca glinde 6 mg bor ya da plasebo verilmistir. Bor takviyesi
alan artritli hastalarin eklem sisliklerinin azaldigi, agri i¢in daha az analjezik

kullandigi ve sinirlt hareketlerinde gelisme goriildiigii bulunmustur (Nielsen, 1994).

1.1.4.6. Serbest Radikaller ve Oksidatif Hasar

Genelde elektronlar atom veya molekiilde eslesmis olarak bulunmalari nedeniyle
molekiil stabildir ve reaktif degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi ya da bir

elektron kayb1 onu reaktif hale getirir (Acworth ve Bailey, 1997).

Serbest radikaller; bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, ¢ok etkin,
kararsiz, kisa Omirlii, molekiill agirligi  diisik molekiiller olarak tanimlanir
(Abdollahi ve ark., 2003; 2004). Sahip olduklar1 eslesmemis elektronlar, radikallerin
temel 6zelligidir ve yiiksek reaktiflige sahip olma nedenini agiklar (Greenwald, 1991;
Halliwell, 1995). Yiiksek reaktiflige sahip olmalari, diisiik kimyasal spesifiklik
anlamma gelir. Serbest radikal en yakinindaki stabil molekiile atak yaparak onun
elektronunu ¢alar ve kendisine atak yapilan molekiil elektron kaybederek serbest
radikal haline gelir. Boylece zincir reaksiyon baslar. Siire¢ basladiktan sonra yasayan
hiicrenin bozulmasiyla sonlanir (Cheeseman ve Slater, 1993). Bu eslesmemis
elektron serbest radikallere biiyiik bir aktivasyon kazandirarak; protein, lipid,
karbonhidrat ve DNA gibi yakinindaki bir ¢cok molekiille etkilesime girmesine neden
olur. Bu durum yaslanmay1 tesvik ederek kalp-damar hastaliklari, g¢esitli kanser
tirleri, katarakt, sinir sisteminde dejeneratif bozukluklar ve bagisiklik sisteminde

zay1flik gibi bir¢ok hastaliga sebep olmaktadir (Diplock, 1998).
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Serbest radikaller in-vivo ve in-vitro olarak olusabilirler (Halliwell ve
Gultteridge, 2000);

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Yiiksek sicaklik ve yiiksek enerjili
elektromanyetik dalgalar kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda
bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar lizerinde kaliyorsa, bu tiir
kirilmaya homolitik kirilma denir. Sonugta her iki atom {izerinde de paylasilmamis
elektron kalir. Organik molekiillerdeki baglarin heterolitik kirilmas1 durumunda zit
yiiklii iyon ¢iftleri olusur ve bu tiirler de reaktiftir.

2. Normal molekiiliin tek bir elektron kaybetmesi

3. Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi

Oksidatif stres; reaktif oksijen ara iriinlerinin, endojen antioksidan savunma
sistemlerine istiin gelmesi olarak tanimlanir (Bulger ve Helton, 1998). Bu durum;
serbest radikallerin lipid, protein ve niikleik asitlerle reaksiyona girerek artmasina
neden olur. Sonugta viicutta lokal hasar veya organ disfonksiyonu meydana gelir.
Olusan hasarlar arasinda en Onemlileri; lipid peroksidasyonu, protein ve DNA

hasaridir (Cheeseman ve Slater, 1993).

1.1.4.6.1. Serbest Radikal Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleridir. Bu
radikaller, oksijenden olusmaktadirlar (Giilbahar, 2007). Viicutta olusabilecek ¢ok
sayida serbest radikal tipi vardir. En sik goriilen tipler; stiperoksit radikali, hidroksil

radikali, singlet oksijen ve hidrojen peroksittir.

Cizelge 1.3’te oksijen ve nitrik oksitten olusan baslica reaktif tiirler
verilmistir. Kimyasal olarak radikal yapisina sahip olan tiirler paylasiimamais elektron
iceren atom lizerine konulan nokta ile belirtilmislerdir. Nitrojen oksit tiirlerinin cogu

paylasilmamis elektron icermeseler bile ¢ok reaktiftirler.
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Cizelge 1.3. Biyolojik organizmalarin serbest radikal kimyasindaki ROT (Reaktif oksijen

tirleri), RNT (Reaktif nitrojen tiirleri ) ve diger ttrler (Pryor, 1997).

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Nitrojen Tiirleri Diger
Serbest Radikaller
Siiperoksit (O,*") Nitrik oksit (NO-) Thiyl (RSe)

Hidroksil (HO*)

Nitrojen dioksit (NO,¢)

Hidrojen (He)

Alkoksil (RO

Peroksil (RO;¢)

Hidroperoksil (HO,*)

Radikal olmayanlar

Singlet oksijen (‘O,)

Peroksinitrit (ONO;)

Tiyol (RSH)

Hidrojen peroksit (H,0,)

Peroksinitr6z asit (ONO,H)

AlKil Peroksitler (RO,H)

Nitronyum katyon (NO,")

Ozon (03) Nitrozil katyon (NO")
Nitrozil katyon (NO™) Nitrozil anyon (NO")
Hipokloroz asit (HOCI) Dinitrojen trioksit (N,O3)

Dinitrojen teroksit (N,Og)

Nitroz asit (HNO,)

Nitrozotiyol (RSNO)

AlKil peroksinitrit (RO,NO)

1.1.4.6.1.1. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen tiirleri iginde
siiflandirilir (Burtis ve Ashwood, 1999).

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi, siiperoksidin (O2- )

dismutasyonu ile olur.

Iki siiperoksit molekiilii,

stiperoksidin  dismutasyonu

reaksiyonunda iki proton alarak peroksit ve molekiiler oksijen olustururlar. Bu

reaksiyon sonucu radikal olmayan iriinler meydana geldiginden, dismutasyon
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reaksiyonu olarak bilinir. Ayrica reaksiyon spontan gerceklesebildigi gibi SOD
enzimi tarafindan da katalizlenebilir (Cheeseman ve Slater, 1993).

20,+2H" —H,0, +O,

Hidrojen peroksit ayrica metal iyonlarinin ge¢isi durumunda Fenton reaksiyonu
sonucu, stiperoksit radikalinin (O;) varliginda ise Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikallerinin (OH")

temel kaynagidir.

02-+28-+2H+ —» H>0O,
O,+ e +2H" —» H,0,

1.1.4.6.2. Serbest Radikallerin DNA Uzerindeki Etkileri

Maruz kalmman tim radyasyon tipleri (UV, goriintir 151k, 1s1 ve X 1sinlart vb.)
hiicrelerde iyonlarin, serbest radikallerin ve enerji kazanmis molekiillerin olusmasina
neden olur. Hidroksil radikalleri, DNA’daki heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz-
fosfatlarla reaksiyona girerler. Reaksiyon sonucu, DNA bazlarin1 modifiye eder ve
riboz-fosfat zincirinin kirilmasina yol agarlar. In vitro olarak sulu ¢ozeltilerde yapilan
caligmalarda, HO' radikalinin, deoksi-riboz ve tetrasiklik bazlarla kolaylikla
reaksiyon verdigi gozlenmistir. Fakat, ¢ift zincirli DNA molekiiliinde, heterosiklik
bazlar HO  radikallerine karsi sterik (hacimsel) olarak ¢ok iyi korunmuslardir.
Ayrica, enzimatik radikal yakalayicilar, dncii HO" radikallerinin konsantrasyonunu
diistirerek DNA'y1 korurlar (Akpoyraz ve Durak, 1995).
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1.1.4.6.3. DNA Hasari ve Onarim Mekanizmalari

Organizmada antioksidan savunma sistemi tam olarak etkin calismadiginda
(oksidan/antioksidan dengesi bozuldugunda) serbest radikal olusumu ile DNA hasar1
artar. Bu duruma “oksidatif stres” adi wverilir. Oksidatif DNA hasari; zincir
kirilmalari, abazik kisimlar, alkali-isaretli kisimlar ve okside bazlarda hasar seklinde

olabilmektedir (Halliwell ve Aruoma, 1991; Wiseman ve Halliwell, 1996).

APURINIK BOLGE
Imoncfonks ronel alkMevicd sianiar)

ALKILASYON
[mancfonks ronal alkileyicd gfaniar)

RADIKAL OLUSUMU
[Brdlivigik, X-ray)

TEK ZiNGIR KIRILMALARI

[ X-ray, UV gibil
BUYUK MOLEKUL KATILMASI
fbenzofa)piren gibi)

- PIRIMIDIN DIMERLERI
FLiv)

APIRIMIDINIK BOLGE __
{monafonks ironel alileyicd gianiar)

FOSFOTRIESTERLER
fmonafonksdrone! @ik Mayicl gfaniar)

« BAZ HASARI x-ray)

- GiFT ZINCIR KIRILMALARI

fironizas pon radyas ponu)

ZINCIRLERARASI CAPRAZ
GECISLER
[Difonfs fronel alkilleyicd gjaniar)

b

ZINCIRIGi GAPRAZ
GEGISLER
{poffonks fronel aklayic sianiar)

DNA-PFIO'_I'EiN Q_AP‘FIAZ
GECISLERI
(X=ray, poffonksdrone! alkMayicl gianiar)

Sekil 1.1. DNA hasar ¢esitleri.



20

Genetik bilginin stabilitesini saglamak amaciyla oksidatif DNA hasari, cesitli
DNA onarim mekanizmalar1 (Sekil 1.1) tarafindan onarilir. DNA onarimi, genomda
kodlanan DNA molekiillerindeki hasar1 diizeltmek ve hiicreyi tanimlamak amaciyla
uygulanan proseslerinin tamami sonucunda olusur. insan hiicrelerinde UV 1s1mn ve
radyasyon gibi DNA hasarina neden olan ¢evresel faktorler ve metabolik aktiviteler
sonucu giinde 1 milyon hiicrede molekiiler lezyonlar olusur (Lodish ve ark., 2004).
DNA onarim orani; hiicre tipi, hiicre yas1 ve ekstraselliiler matriksin 6zellikleri gibi

bir ¢cok faktore baglidir.

Hiicrede DNA hasarina kars1 dort 6nemli yanit olusur (Sancar ve ark., 2004);

1. Hasarli DNA c¢ikarilarak DNA c¢ift zincirinin dogru bir sekilde yeniden

yapilandirilmast (DNA onarimi),

2. DNA hasarina karsi, kontrol noktalarinin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi engellenerek hasarli genetik materyalin onarimina imkan saglanmasi

ve hasarli kromozomlarin genetik gecisinin 6nlenmesi,

3. Hiicredeki gen transkripsiyon diizeylerinin hiicrenin yararina olacak sekilde

degismesi (transkripsiyonel cevap),

4. Ciddi olarak hasarlanan hiicrelerin elenmesi (apoptozis)’dir.

Bu yanitlardan herhangi birinin iglevini yapmamasi hiicre diizeyinde genomik
kararsizlikla; organizma diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile

sonuglanir (De Baer ve Hoeijmakers, 2000; Sancar ve ark., 2004).

Canli organizmalarda c¢esitli DNA onarim mekanizmalari tanimlanmistir.
Bunlar; dogrudan DNA onarimi, NER (niikleotid kesip-¢ikarma onarimi) ve BER
(baz kesip-¢ikarma onarimi), MMR (yanlis eslesme onarimi), HR (homolog
rekombinasyon) ve NHEJ (homolog olmayan sekilde baglanma) gibi

mekanizmalardir (Fleck ve Nielsen, 2004).
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Sekil 1.2. BER (baz kesip ¢ikarma onarimi) ve NER (niikleotid kesip ¢ikarma onarimi)
yollar1. A) BER temel enzimatik basamaklarinin sematik gosterimi. B) NER temel enzimatik

basamaklarinin sematik gosterimi.C) IR ile olusan DNA hasar formlar1 (Francesca, 2011).
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1.1.4.6.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar; serbest radikallerle reaksiyona girerek, bu radikallerin hiicrelere
zarar vermelerini onlerler. Direkt ve dolayli olarak ilaglar ve karsinojenler de dahil
olmak iizere tiim ksenobiyotiklerin olusturdugu toksik radikal reaksiyonlarin
istenmeyen etkilerine kars1 hiicreleri koruyan maddelerdir. Serbest radikalleri etkisiz
hale getirerek oksidasyon prosesini engellerler. Bu sirada kendileri okside olurlar.

(Matés, 2000).

1.1.4.6.5. Antioksidan Etki Mekanizmalari

Antioksidanlar dort ayn sekilde etki ederler (Ilizarov ve ark., 2001).

1) Toplayict Etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutar veya
daha zayif yeni molekiillere g¢evirerek etki ederler. Antioksidan enzimler,

trakeobrongiyal mukus ve kiiclik molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Bastirict Etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktarmak suretiyle aktivitelerini azaltarak veya inaktif sekle doniistiirerek etki
ederler. Vitaminler, flavanoidler bu tip etki gosterirler.

3) Zincir Kirici Etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarin1 engelleyerek etki ederler. Hemoglobin, seruloplazmin ve
mineraller zincir kirici etki gosterirler.

4) Onarict Etki: Serbest radikallerin olusturduklar: hasar1 onararak etki ederler.

Antioksidanlar, endojen veya eksojen kaynakli olabilirler.
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Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzimatik olan ve enzimatik olmayanlar olmak iizere

iki sinifa ayrilirlar (Slater, 1984).

Enzimatik olan endojen antioksidanlar sunlardir:
1) Stiperoksit dismutaz

2) Glutatyon peroksidaz

3) Glutatyon S-Transferazlar

4) Katalaz

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

6) Hidroperoksidaz

Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar sunlardir:
1) Melatonin

2) Seruloplazmin
3) Transferrin

4) Miyoglobin
5) Hemoglobin
6) Ferritin

7) Bilirubin

8) Glutatyon

9) Sistein

10) Metiyonin
11) Urat

12) Laktoferrin
13) Albiimin

Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar; vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak iizere

siiflandirilabilirler.



24

1.1.5. Borun Toksik Etkileri

Bor bilesiklerinin yiiksek dozda alimi; insan, hayvan ve bitkilerde toksik etki

gosterebilir.

Bora hassas bitkilerde 0.5-1.0 mg/L ve lizeri zararliyken, dayanikli bitkiler i¢in
bu deger 4 mg/L. ve ilizeridir. Hayvanlar i¢in 6ldiiriicii doz ise hayvan tiiriine gore
1.2-3.45 g/kg arasinda degismektedir. Farelerde 3-4 g, kisa siire i¢cinde depresyon ve
titremelere yol agarak hayvanlarin 6liimiine neden olmaktadir. Kopeklerde ise bu

dozlarda mide bulantisi, kusma gibi belirtiler goriilmektedir.

Bor mineralinin toksik etki gdsterme ihtimali diistiktiir. Ciinkii hangi yolla
absorbe olursa olsun, yaklasik % 90-95’1, 1-2 giin iginde viicutta birikmeden fire ile
atilmaktadir. Yalnizca kemik, tirnak ve killarla karaciger ve dalak gibi organlarda bir
miktar birikmektedir (Sayli, 2000).

1.1.5.1. Borun Akut Toksik Etkileri

Insanlar ve hayvanlar bor bilesiklerine; oral, dermal ve inhalasyon yoluyla maruz

kalabilirler.

Oral

Bor bilesikleri fizyolojik pH’ta borik asit olarak bulunduklarindan, bu bilesiklerin
akut toksisiteleri borik asitinkine benzerlik gosterir. Borik asit ve boratlara oral yolla

akut maruziyetlerde toksisite ancak yiiksek dozlarda gozlenir.

Hayvanlar

Sicanlardaki akut toksisite ¢aligmalarina gore oral yolla borik asite maruz birakilan

erkek si¢anlar i¢in LDsy 3450 mg/kg, disi si¢anlar i¢in ise 4080 mg/kg’dir.
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Borakslarin oral akut toksisitesi erkek siganlar i¢in LDsy 4550 mg/kg, disi siganlar
i¢in ise 4980 mg/kg’dir (U.S.EPA, 2006).

Klinik zehirlenme belirtileri borik asit veya borat tuzlarinin oral alimindan
sonra 2 saat i¢inde ortaya ¢ikar. Az miktar borik asit veya borat tuzlarinin hayvanlar
tarafindan oral alimi susuzluk, ates, salya artisi, kusma, depresyon, istah azalmasi,
diyare, abdominal agri, tiiylerde dokiilme, bobrek hasar1 gibi klinik belirtilerle
sonuglanir. Maruz kalan hayvanlarin kusmugu veya digkisi kan veya mavi-yesil renk
icerebilir. Yiiksek oranda borik asit veya borat tuzlarinin oral yolla alimminin
ardindan ise hayvanlarda ataksi, titremeler, krizler, sik idrara ¢ikma, kirmizims: mor

cilt rengi goriiliir. Krizleri depresyon, metabolik asidozis ve 6lim takip edebilir

(Campbell ve Chapman, 2000; Welch, 2004).

Insanlar

Insanlarda borik asitin minimum oral letal dozu kazayla olan zehirlenme
vakalarindan yola ¢ikilarak tahmin edilmektedir. Dozlar yetigkinler i¢in 5-20 g,
¢ocuklar i¢in 3-6 g, bebekler i¢in ise <5 g’dir (WHO, 1998; U.S.EPA, 2006)

Borik asit ve borat tuzlarmin akut oral alimi ¢ok nadir olarak ciddi toksisite
olusturur. Genelde mide bulantisi, kusma (mavi-yesil renk), abdominal agr1 ve diyare
(kan veya mavi-yesil renk icerebilir) semptomlari raporlanmistir. Seyrek olarak da
bas agrisi, zayiflik, huzursuzluk, letarji, titremeler, biling kaybi, solunum
depresyonu, bobrek hasari, sok ve 6liim goriiliir (Wong ve ark., 1964; Litoviz ve ark.,

1988; Reigart ve Roberts, 1999).

Yiiksek doz oral maruziyetten sonraki 24 saat i¢inde yogun kirmizi renk isilik
goriiliir. Bunu, 1-2 giin sonra cilt kaybi takip eder. Kizarikliklar genelde yiiz, ayak
tabani, avug ici, kalca ve skrotumda goriiliir (Reigart ve Roberts, 1999). Parmak
uclarinda goriilen pembe renk, bor ile zehirlenmeye isaret eden karakteristik

belirtilerden biridir (Mc Kee ve Wolf, 1963).
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Bebeklerde oral alinan az miktarda borik asitin akut maruziyeti irritabilite,
kusma, eritem, deride dokiintli, diyare ve sinir sisteminde bozuklukla kendini

gosterir. Kronik maruziyette ise krizler, kusma ve diyare goriliir (Strong, 2001).

Bor zehirlenmesi ile ilgili birgok vaka raporu bulunmaktadir. Bir vaka
raporunda 34 haftalik hamile bir bayanin kazayla 70 gr borik asidi oral yolla almasi
sonucu 2 saat i¢inde diisiik yaptigr bildirilmistir. Fetiis kalp durmasi ve dolasim
bozuklugu sonucu Olmiistiir. Bagka bir vaka raporunda ise 24 g iizerinde borik asit
alarak intihar girisiminde bulunan 44 yasindaki bir bayanda borik asit alimindan
sonra 2 giin boyunca eksfolyatif dermatit ve mide bulantis1 goriilmiistiir. Ardindan

hastanin s1v1 destegiyle tedavi edildigi bildirilmistir (Fail ve ark., 1998).

Dermal

Borik asit ve borakslar igin tavsan derisinde yapilan testlere gore LDsp>2000

mg/kg’dir. Deri hassasiyeti ve dermal toksisiteleriyle ilgili herhangi bir bilgi yoktur.

Borik asitin disiik okiiler toksisitesi vardir. Borakslar ise yiiksek
konsantrasyonda korozif etkilidir (U.S.EPA, 2006). Hayvanlarda dermal maruziyet

ise ciltte kizariklik veya inflamasyonla sonuglanir (Campbell ve Chapman, 2000).

inhalasyon

Hayvanlar

Borik asit ve borat tuzlartyla ilgili inhalasyon caligmalar1 ¢ok azdir. Borik asite
inhalasyonla maruziyeti belirlemek amaciyla siganlarda bir ¢alisma yapilmistir.
Calismada siganlar tek doz 0.16 mg/L borik asite maruz birakilmistir. Hig 6len si¢an
olmadigindan borik asit i¢cin LCsp’nin  0.16 mg/L’den yiiksek oldugu

distiniilmektedir.
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Insanlar

Is yerinde boraksa maruz kalan iscilerle yapilan ¢alismalarda; maruziyet sonrasinda
agiz, burun, bogazda kuruma; bogaz agrisi, nefes darligi ve burun kanamasi gibi
gecici solunum Yolu irritasyonlart goriilmiistiir. 5 yildan daha uzun siireyle boraks
veya borik asit tozuna 4.4 mg/m® veya daha yiiksek konsantrasyonlarda maruz kalan
isgilerde ise nazal ve solunum yolu irritasyonlar1 gorilmistir (U.S.EPA, 2004,
U.S.DHHS., 2007).

1.1.5.2. Borun Kronik Toksik Etkileri

Oral

Hayvanlar

Kopek ve siganlarda yapilan kronik oral maruziyet ¢alismalart borik asit ve borakslar
icin benzer toksisite verileri ortaya g¢ikarmistir. Kdpeklerde bu bilesenlere uzun
donem oral maruziyet sonucu olusan toksik etki testikiiler atrofidir ve NOAEL
degeri 8.8 mg/kg/giindiir. Spermatojenik kayip i¢in LOAEL degeri ise 29.2
mg/kg/giindiir. Bu ¢alismalar siganlarda yapilmis ve benzer testikiiler etkilerin
goriildiigit NOAEL degeri 17.5 mg/kg/giin olarak bulunmustur.

Fareler, omiirleri boyunca igme sularinda giinde 0.95 mg bor/kg olacak
sekilde sodyum metaborata maruz birakilmistir. Yasam siireleri ve viicut agirliklari

kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir fark goriilmemistir (Weir ve Fisher, 1972).
Insanlar
Borik asite kronik oral maruziyet sonucu kusma, mide bulantisi, diyare ve mide

agris1 gibi semptomlar goriilmiistiir. Genelde bu semptomlar1 bag agrisi, ates, titreme,

segirme, letarji, giicsiizlik ve bunlarla birlikte dermal eritem, deri soyulmasi ve
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ilserasyon izler. Kronik maruziyetin agir seyrettigi durumlarda koma, krizler,
dolasim yetmezligi, bobrek ve karaciger disfonksiyonu, anemi ve Olim goriiliir.
Borik asite kronik maruziyet sonucu olusan krizler ve olimler bebeklerde

yetiskinlerden daha ¢ok gortliir (Linden ve ark., 1986; Strong, 2001).

inhalasyon

Boraks iiretim alaninda ¢alisan ve solunum yoluyla sodyum tetraborat dekahidrata
maruz kalan isgilerden alinan veriler degerlendirildiginde, 4.5 mg/m3 veya
esdegerlerinde borun gegici solunum yolu irritasyonu yaptigi raporlanmis fakat bu

dozlarda solunum tizerine herhangi bir kronik etki bulunmamistir (WHO, 1998).

1.1.5.2.1. Borun Karsinojenitesi

Borik asit ve borat tuzlari, 2005 yili karsinojen degerlendirme yonetmeliginde
U.S.EPA tarafindan “insanlarda karsinojenik olmayan” maddeler sinifinda

siniflandirilmastir.

Yapilan hayvan deneylerinde, mesleki maruziyetlerde ve epidemiyolojik
caligmalarda bor bilesiklerinin Kkarsinojenik etkili oldugunu gosteren herhangi bir
bilgi bulunmamaktadir (WHO, 1998).

1.1.5.2. Borun Ureme Uzerine Toksik Etkileri

REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals)
Avrupa Birligi Komisyonu tarafindan 9 Haziran 2008 tarihinde alinan karar ile borik
asit ve boratlar “Kategori 2” altinda “liremeye olumsuz etkili toksik madde” olarak
smiflandirilmigtir. Bu smiflandirma sadece hayvan deneylerinden elde edilen

sonuglar incelenerek yapilmistir. Yani borik asit ve sodyum boratlar epidemiyolojik
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insan calismalari olmaksizin yeterli bilimsel calisma ve aragtirmalar yapilmadan

reprodiiktif maddeler olarak siniflandirilmistir.

Borun insan iireme sagligi lizerinde olumsuz etkilere neden oldugu iddiasiyla
AB giindemine getirilen girisimler, hayvanlar {lizerinde yapilan deney sonuglarina
dayandirilmaktadir. Deneylerde; hayvanlarin oral yolla yliksek dozda borik asit ve
soydum borat aliminin, iireme saglig1 iizerinde zararlara yol actig1 tespit edilmistir
(Murray, 1995). Ancak yapilan laboratuvar deneylerinde hayvanlara oral yolla, ¢ok
yiiksek miktarlarda ve uzun siirelerde bor uygulanmaktadir. Oysa insanlarin bora
kasti ve hatali kullanimlar disinda oral yolla bu kadar yiiksek konsantrasyonlarda

maruz kalmalari miimkiin gériilmemektedir.

Insanlarda  yiiksek dozda borun oral yolla alinmasi durumunda aymi yan
etkilere yol acacag: iddia edilmektedir. Ancak hayvanlarla yapilan bu deneylerin
olumsuz sonuglarindan hareketle, insanlar iizerinde de benzer etkilere neden

olabilecegi degerlendirmesi yanlistir.

Bu konuyla ilgili olarak insanlar iizerinde yapilan galismalarda yiiksek doz
kullanimina dikkat ¢ekilmis ve insanlarda higbir zaman bu dozlara ulasilamayacag:
ispatlanmistir. Son yillarda borun insanlarda lireme iizerine toksik olup olmadiginm
arastiran iki 6nemli ¢alisma bulunmaktadir. Bunlarin bir tanesi Amerikal1 bir grup
tarafindan Cin’deki bor madeni ¢alisanlarinda (Xing ve ark., 2008; Robbins ve ark.,
2010); digeri ise Tiirkiye’de, Balikesir/Bandirma Borik Asit Fabrikasi ¢alisanlarinda
gerceklestirilmistir (Duydu ve ark., 2011; 2012).

Balikesir/Bandirma Borik Asit Fabrikasi’'nda calisan erkek iscilerde cesitli
deneyler yapilmistir. Eksternal ve internal bor maruziyetini tanimlamak igin
biyolojik sivilarda (kan, idrar, sperm), ¢alisma alani havasinda, yemeklerde ve su
kaynaklarinda bor miktarlar1 belirlenmistir. Bora giinliik en yiiksek diizeyde maruz
kalan grup i¢in miktar; giinde 14.45 + 6.57 mg’dir. En yiiksek diizeyde maruziyetin
gozlendigi bu diizey bile deney hayvanlarinda iiremeye olumsuz etkilerin goriilecegi

diizeyden ¢ok daha azdir. Projeden elde edilen sonuglara gére Bandirma Borik Asit
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Fabrikasi’nda c¢alisan erkek iscilerin maruz kaldiklar1 glinliik bor miktarlarinda borun
tireme lizerine herhangi bir toksik etkisi tespit edilmemistir. Kandaki LH, FSH ve
total testosteron orani; sperm konsantrasyonu, hareketliligi ve morfolojisi gibi
sonuglarda da herhangi bir toksisite bulunmamistir. Aksine fabrikada maruz kalinan
dozlarda kandaki bor konsantrasyonu arttik¢a, is¢ilerin sperm DNA’larindaki hasarin

azaldig1 goriilmiistiir.

Sonug olarak hayvanlarda gelisme ve iiremede toksik etkiler olusturan bu
dozlara insanlarin oral yolla maruz kalma ihtimali yok denecek kadar azdir (Duydu

ve ark, 2011; 2012).

1.2. Hiicre Kiltiirii

Hiicre kiiltlirli, hiicrelerin uygun bir besi ortaminda c¢ogaltilmasidir. Hiicre
kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmalarinin glinlimiizde 6nemli bir yeri vardir. Cesitli
patolojik durumlarda segilen bir maddenin etkisini belirlemek, bir hiicre ya da
dokuda {iretilen bir maddenin islevini saptamak amaciyla belli bir hiicre serisinden

cogaltilan hiicrelerde ¢alismalar yapilarak in vitro sonuclar elde edilebilir.

Son yillarda hiicre kiiltiirii teknolojisinde biiyilik gelismeler goriilmiistiir. Hiicre
kiiltiirleri olduk¢a gelismis ve biyoteknolojinin énemli bir parcasi olmustur (Das,
2001). Bu gelisim sirasinda hiicre kiiltirii teknolojisi; hiicre biyolojisi, genetik
miithendisligi, protein kimyasi, genomik ve kimya miihendisligini igeren cesitli
disiplinlerle entegre olmustur. Boylece hiicre kiiltiirii teknolojisi 6nemli proteinlerin

tiretiminde kabul gérmiis bir yontem haline gelmistir.

Hiicre kiiltiirii teknolojisi; kanser, viral enfeksiyonlar, kalitsal bozukluklar,
cesitli kronik hastaliklar1 onlemek ve tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir.
Terapotik amaclarla hiicre kiiltiirlerinin  kullanimi  hiicrelerin as1 iiretimi igin
kullanilmasiyla baslamistir. Virlisleri ¢ogaltmak ve biiyiikk 6lgekli as1 imal etmek

amaciyla sikga tercih edilen bir yontemdir. Oldukga giivenilir, etkili ve ekonomiktir.
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In vitro ortamda hiicre ve doku davranislarini inceleme olanag1 vermektedir (Finter

ve ark., 1990; Griffiths, 2000).

Hiicre kiiltiirii teknolojisinde daha sonraki biiyiik adim diizenleyici kurumlarin
stirekli hiicre hatlarin1 kabul etmesidir. Siirekli hiicre hatlar1 devamli olarak
cogalabilmekte, biiyiime faktorlerine daha az ihtiyag duymakta ve en Onemlisi

siispansiyon i¢inde kiiltlire edilebilmektedirler.

Genetik miihendisligi ve rekombinant DNA teknolojisinin kullanimi hiicre
kiiltiiriinde birgok iiriinlin tiretilmesini olanakli kilmigtir. Cesitli hiicre serilerinde
bir¢cok vektor, dogal ve modifiye insan proteinlerinin iiretiminde kullanilmaktadir.
Hiicre kiiltiirii teknolojisindeki gelismeler doku miihendisligi alaninin gelismesine

yardimet olmustur (Hu, 2006).

1.2.1. Hiicre Kiiltiirii Teknolojisinin Tarihcesi

Hiicre kiltiirii galigmalarinin gegmisi yiiz yili agkin bir siireyi kapsamakta ve kokeni
1885 yilina kadar dayanmaktadir. 1852°de Wilhelm Roux embriyonik tavuk
hiicrelerinin birka¢ glin boyunca viicut disinda, bir tuz ¢ozeltisinde canliliklarini
stirdiirebildigini gostermistir. Daha sonra 1898 yilinda Ljunggren insan dokusunun
kullanildigi ilk deneyi yaparak, insan derisinin in vitro ortamda asidik sivida
canliligimmi siirdiirebildigini gostermistir. 1913°te Alexis Carol hiicrelerin diizenli
olarak beslenmeleri halinde kiiltiir ortaminda ¢ogalabildiklerini belirlemistir. Wilton
Earle ve arkadaslar1 1943°te L hiicre serisinden izole ettikleri hiicrelerin hiicre
kiiltiirtinde klonlar olusturduklarini gézlemlemiglerdir. 1951°de George Gay ilk
stirekli insan hiicre serisi olan HeLa hiicre serisini gelistirmistir. Gilinimiizde bu
hiicre serisi halen yaygin olarak kullanilmaktadir. 1950°li ve 1960’11 yillarda Eagle,
Fischer, Parker, Healy, Morgan, White ve Waymounth adli aragtirmacilarin da i¢inde
oldugu bir¢ok bilim adami kiiltiirde bulunan hiicrelerin geligsmeleri i¢in gerekli olan

besin maddelerini belirlemislerdir (Langdon, 2004).
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1.2.2. Hiicre Kiiltiirlerinin Kullanim Alanlar

e Model Sistemler: Temel hiicre biyolojisi, hastaliklara yol acgan etkenler ve

hiicreler arasindaki iliski, ilaclarin hiicreler {izerindeki etkileri, yaslanmay1
tetikleyen etkenler ve beslenmeyle ilgili ¢alismalarda,

e Toksisite Testleri: ilaglar, kozmetikler ve kimyasallarm yan etkilerinin

arastirilmasinda,

e Kanser Arastirmalari: Normal hiicreleri kanser hiicrelerine ¢eviren viriis,

radyasyon ve ¢esitli kimyasallarin fonksiyonlarinin aragtiritlmasinda,
e Viroloji: As1 liretimi igin viriis gelistirme ve enfeksiydz dongii calismalarinda,

e  Genetik Miihendisligi: Ticari amagli protein tiretimi ve asi iiretiminde kullanilan

viriislerin genis 6l¢iide tiretiminde,

e Gen Terapisi: Fonksiyonel olmayan genlerin, fonksiyonel genlerle yer

degistirilmesi amaciyla,

e lla¢c Gelistirme: Yeni ilag gelistirme ve tarama calismalarinda, yeni ilaglarin

etkili ve giivenli dozlarini tespit etmek amaciyla,

e Tiip bebek ve kisirlik tedavisinde hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir (Uppangala,
2010).

1.2.3. Hiicre Kiiltiirlerinin Toksisite Arastirmalarindaki Avantajlar

e  Hizli sonug alinir.

e Organizmada karsilikli etkilesimler nedeniyle yapilamayan aragtirmalar in vitro
ortamlarda yapilabilir.

e Kimyasal maddelerin muhtemel toksik etki yapacag diisiiniilen deri,
karaciger gibi spesifik doku hiicreleri {izerinde arastirma yapilmasini
saglar.

e Toksisite mekanizmalarinin hiicreler iizerinde aydinlatilmasina imkan

Verir.
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e Deneylerde hayvan kullanilmadigindan, hayvanlarin ac1 ¢ekmesi veya 6lmesi

s0z konusu degildir.

1.2.4. Hiicre Kiiltiirlerinin Toksisite Arastirmalarindaki Dezavantajlari

e  Tekli bir sistemdir. Multifaktoriyel ila¢ metabolizmasi i¢in uygun degildir.

e In vitro bir yéntem oldugundan uyguladigimiz kimyasal maddenin
farmakokinetigi hakkinda bilgi vermez.

e Kimyasal maddelerin davranislar iizerine olan karmasik etkileri incelenemez.

e Teknolojik alt yap1 maliyeti ve deneyimi gerektirir.

e In vitro ortamda hiicrelerin yasam siklusu kisadir.

e Enzim stabilitesi kisithdir.

e  Kiiltiir ortaminin penetrasyon kabiliyeti kisithdir.

o Ko-faktorlere gereksinim duyar (Gunaratna, 2000).

Giliniimiizde 2300°den fazla insan ve hayvan hiicre kiiltiir modeli mevcuttur. Hiicre
kiiltiirleri ticari olarak firmalardan saglanabildigi gibi, arastirmacilarin kendi 6zel
hiicre kiiltiirlerini  goniilliilerden veya cerrahi operasyonlardan ¢ikacak doku
orneklerinden yararlanarak olusturmalari da miimkiindiir (Crespi ve ark., 1993;

Wooster ve ark., 1993; Sun ve ark., 1995; Eaton ve ark., 1996; Saygi, 2003).

1.2.5. Bashca Hiicre Kiiltiir Tipleri

Cok c¢esitli kaynaklardan saglanan ve dokulardan elde edilen hiicre kiiltiir tipleri

vardir. Hiicre kiiltiirleri baslica ti¢ boliimde incelenir (Cigek ve Bilgig, 2006):

e  Primer (birincil) hiicre kiiltiirleri
e Sekonder veya diploid (ikincil) hiicre kiiltiirleri

e Siirekli veya heteroploid hiicre kiiltiirleri
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Primer hiicre kiiltiirii: Dokulardan tripsin ile ayristirilarak elde edilen

hiicrelerin in vitro ortamlarda iiretilmeleri ile elde edilen kiiltiirlere denir. in vitro
kosullarda pasajlar1 kisitli olup, bir ka¢ pasajdan sonra lreyebilme yeteneklerini
kaybederler. Bu amagla tavuk, fare, maymun, koyun, sigir, hemstir embriyolarinin

yant sira gdbek kordonu endotel hiicreleri, primer diiz kas hiicreleri vb. kullanilir.

Sekonder hiicre kiiltiirii: Normal kromozom sayisina sahip diploid hiicrelerden

elde edilirler. En fazla 50 kez pasajlar1 yapilabilir. Ornegin; WI-38, MRC-5 vb. dir.

Siirekli hiicre kiiltiirii: Teorik olarak sonsuz sayida pasajlart yapilabilir.

Genellikle tiimor hiicrelerinden veya diploid hiicrelerden elde edilirler. Laboratuvar
kosullarinda degisime ugrarlar ve kromozom sayilar1 sabit degildir. Ornegin; insan
larenks epidermoit karsinomu (Hep-2), insan nazofarenks karsinomu (KB), insan

serviks karsinomu (HeLa), yesil maymun bdbregi (Vero) vb.’dir.

1.25.1. V79 Hiicre Serisi

V79 hiicre serisi, 1958 yilinda Ford ve Yerganian tarafindan erkek Cin hemstirinin
akciger dokusundan gelistirilmistir. Ayn1 y1l Strain V. Elkind tarafindan V-79 hiicre

serisi olarak isimlendirilmistir.

V79 hiicreleri ¢cok hizli iirerler, 12-14 saat icinde sayilar1 iki katina ¢ikar. Bu
hiicrelerde G1 faz1 ya yoktur ya da ¢ok kisadir. Dolayisiyla G1 gelisme periyodu
caligmalarinda kullanilirlar. Toksikoloji ¢aligmalarinda da ¢ok sik tercih edilirler.
Karyotipin stabilitesi ve morfolojisi bu hiicrelerin gen toksisitesi ¢aligmalarinda
tercih edilme nedenlerinden biridir. Ayrica X-ray isinlariin indiikledigi hasar ve
onarim proseslerinin belirlenmesi ¢alismalarinda da kullanilirlar (Robbins ve Scharff,

1967).
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1.3. Sitotoksisite Testleri

Gegmisten bugiline kadarki hiicre kiiltiirli ¢alismalarinda hiicre canliligi ve
cogalmasini belirlemek i¢in birgok ydntem gelistirilmistir. Bu yontemlerden en
kullanigli olanlar, 96 kuyucuklu plakalarin kullanildigt modern deneylerdir. Bu
deneylerle bir¢ok Ornek ayni anda ve hizli analiz edilebilmektedir. Sitotoksisite
deneylerinde degisik parametreler kullanilarak hiicre 6limi  ve ¢ogalimi

belirlenebilir (Weyermann ve ark., 2005).

Toksik oldugu disiiniilen maddenin, uygun hiicre kiiltiiriinde, hiicrelerin
biiylime oranlar1 ve tahribatlar tizerindeki etkilerinin incelenerek degerlendirmesiyle

yapilan testlere sitotoksisite testleri denir. Bu test sistemleri;

e Morfolojik olarak hiicresel hasarin gdzlenmesi,

e Hiicresel hasarin ¢esitli 6l¢iim yontemleri ile belirlenmesi,

e Hiicresel biiylimenin belirlenmesi,

e Hiicresel metabolizmada olusan herhangi bir degisikligin belirlenmesi

amaciyla yapilmaktadir.

Sitotoksisite, kimyasallarin hiicreler ve dokular iizerindeki aktivasyon
mekanizmalariin arastirilmasinda kullanilan 6nemli bir belirtegtir. Sitotoksisitenin
karsinojenezis ve inflamasyonun da i¢inde bulundugu patolojik proseslerde nemli

bir rol oynadig1 diistiniilmektedir.

Avyrica sitotoksisite; serbest radikaller, irritanlar, genotoksinler vb. etkenlerin

aktivitelerinin beilirlenmesinde de kullanilir (Putnam ve ark., 2002).

In vitro testler; sitotoksisiteyi degerlendirenler, metabolik veya diger hiicre
fonksiyonunu degerlendirenler ve hiicredeki genetik materyal iizerindeki etkiyi

degerlendirenler (mutajenezis testleri) olmak tizere ¢esitli alt gruplara ayrilabilirler.



36

In vitro sitotoksisite testleri; hiicre canlilig1, hiicre proliferasyonu, membran
secici gegirgenligi, DNA sentezi ya da hiicresel metabolizma gibi toksisitenin
belirlenmesinde kullanilan parametrelerin  Olgiilmesine dayanir (Gad, 2000).
Sitotoksisite deneyleri in vitro galismalarda sik¢a kullanilmaktadir. NRU (nétral
kirmizi alimi) ve MTT (tetrazolyum tuz rediiksiyon) deneyleri tek katmanl
kiiltiirlerde sitotoksisite dl¢timleri ya da toksik madde varliginda hiicre canliliginin

belirlenmesinde sik kullanilan yontemlerdir (Fent, 2001; Fotakis ve Timbrell, 2006).

Sitotoksisitenin in vitro testler ile dl¢lilmesinin bir¢ok faydasi bulunmaktadir.
Bunlardan biri, toksisite testleri i¢in kullanilan hayvan sayisinin en aza
indirilebilmesidir. Bir diger avantaji ise, hiicre ya da organin toksik etkiye karsi
gosterdigi mekanizmanin belirlenebilmesidir. Yeni iiriinlerin toksisitesinin in vitro
yontemlerle iiretimin erken evrelerinde belirlenebilmesi ekonomi, zaman ve deney

hayvanlar agisiindan kazang saglayabilir (Putnam ve ark., 2002).

In vivo testlerde memeli bir organizma kullanilarak, biyolojik cevre ile
materyal arasinda olusan birgok karmasik etkilesimin ger¢eklesmesine imkan
saglanir. Bu nedenle, in vivo testlerden elde edilen biyolojik cevap in vitro testlerle
elde edilen cevaptan daha kapsamli ve uygundur. Fakat hayvan testleri ¢cok karmagsik
olduklarindan biyolojik cevabi kantitatif olarak degerlendirmek ve degiskenleri
kontrol etmek zordur. Bu tip testlerde etik endiseler ve hayvan saghg ile ilgili
sorunlar giderek 6nem kazanmaktadir. Ayrica bu testler zaman alici1 ve pahalidir.
Bununla birlikte bir hayvan tiirtindeki cevabin; insandaki cevaba ne derece benzerlik

gosterebilecegi hakkinda her zaman siipheler vardir (Wataha, 2001).

In vitro testlerin avantajlarinin yani sira dezavantajlari da bulunmaktadir. Bu
dezavantajlarin en 6nemlisi; in vitro testler organizmanin disinda gergeklestirildikleri
icin, viicutta biyolojik cevabi olusturan bircok etkilesim ve kinetik degisimlerin

gozlenememesidir (Wataha, 2001).
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1.3.1. Notral Kirmizi Alim Sitotoksisite Testi

Kolorometrik bir yontem olan nétral kirmizi alimi sitotoksisite deneyi, lizozomlarda
biriken, elektrostatik olarak lizozomal matriksteki anyonik bdlgelere baglanan,
katyonik siipravital bir boya olan nétral kirmizinin (3-amino-7-dimetilamino-2-metil
fenozin hidroklorid) canli hiicrelerce alimma dayanmaktadir (Bulychev ve ark.,

1978; Andreoli ve ark., 2003; Weyermann ve ark., 2005).

Notral kirmizi boyast canli, hasar gérmemis hiicrelerin lizozomlarinda
birikmektedir (Yano ve ark., 2005; Fotakis ve ark., 2006). Notral kirmizi alimi
sitotoksisite deneyi; olduk¢a basit, giivenilir ve diger pahali deneylerin yerini

alabilecek nitelikte bir test yontemidir (Popiolkiewicz ve ark., 2005).

Hiicre yiizeyindeki veya hassas lizozomal membrandaki hasar, noétral
kirmizinin alimmi ve baglanmasini azaltarak canli / saglam hiicrelerle hasarli / 6lii
hiicreleri birbirinden ayirmayr miimkiin kilmaktadir (Barile ve ark., 1994;

Komissarova ve ark., 2005).

1.4. DNA Hasarini Belirlemede Kullanilan Yontemler

DNA’daki hasar diizeyinin Olgiilmesinde kullanilan standart testlerden ilk
kullanilanlar Ames Testi, Timidin Kinaz, MN, SCE ve daha sonra kullanilmaya
baglanilarak 6nemi giderek artan FADU (fluorescence analysis of DNA unwinding),
kromozomal translokasyonlarin  gosterilmesinde FISH  (fluorescent in situ
hybridization), p53 mutasyon tayini, apoptozisin saptanmasi, anti-sentromer

antikorlar ile anoploidi tayini ve Komet Testi yontemleridir (Kramer, 1998).

En yaygin 6lgme yontemlerinden biri olan komet yontemi, hiicrelerde ¢esitli
ajanlarin indiikledigi DNA hasar1 ve onarim bozukluklarinin tayini amaciyla pek ¢ok

alanda kullanilmaktadir.
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1.4.1. Komet Testi (SCGE: Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Komet testi, hiicrelerde DNA hasar seviyesinin belirlenmesinde kullanilan hassas,
hizli ve basit bir floresan teknigidir (Singh ve ark., 1988). DNA tek ve ¢ift zincir
kiriklarinin, alkali-kararsiz bélgelerinin, eksik kesip ¢ikarma onarim bolgelerinin ve
zincir i¢i ¢apraz baglarin tespiti icin Komet Testi yonteminde degisiklikler yapilarak
yeni teknikler gelistirilmistir.

[k kez 1984’te Ostling ve Johanson tarafindan bulunmus, 1988’de Singh ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilmistir. Ostling ve Johanson mikro jel elektroforez
teknigini gelistirmislerdir (Ostling ve ark., 1984). Bu teknikte mikroskobik lamlara
agaroz jel icindeki hiicreler gémiilmekte, ardindan bu lamlar yogun tuz ve deterjan
iceren lizis c¢ozeltilerinde bekletilerek hiicre membranlarinin  pargalanmasi
saglanmaktadir. Notr pH ortaminda kisa bir siire elektroforez uygulanir. Elektroforez
sirasinda yliksek oranda zincir kirigi iceren DNA, saglam DNA’ya gore daha hizli
olarak c¢ekirdekten uzaklagir ve anoda dogru goger. Goriintii kuyruklu yildiza
benzediginden yonteme “Komet” ad1 verilmistir (Tice ve ark., 2000). DNA go¢iiniin
miktar1 lamlarin etidyum bromiir ile boyanmasiyla olusan floresan yogunlugunun

mikroskopta ol¢iilmesiyle belirlenir.

Onceleri bu islem Notral Faz Elektroforezi de denilen ve ancak nétral pH’ta
uygulamasi miimkiin olan bir yontemdi. Noétral kosullarda tek ve ¢ift sarmal kiriklart
tespit edilebilir. Singh ve arkadaglar1 bu yontemi gelistirerek alkali ortamda da
yontemin gegerliligini saglamislardir. Gelistirilen bu yontemle alkali ortamda da
(pH>13) DNA kiriklar1 saptanabilmektedir. Bu yontem ise “Alkali Komet Assay”
olarak isimlendirilir. Giiniimiizde daha ¢ok bu yontem kullanilmaktadir. Bu yontem
hem tek, hem ¢ift =zincir kiriklarin, hem de alkali-kararsiz bolgelerin
tanimlanmasina imkan vermektedir. Ayrica Alkali Komet yontemi, Notral Komet

yonteminden daha hassasstir (Singh ve ark., 1988).

Son yillarda Komet Testi belirli DNA dizilerine spesifik isaretli problar

kullanilarak floresanin situ hibridizasyon teknigi ile birlestirilmistir. FISH Komet
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olarak adlandirilan bu modifiye teknikle dizi veya gen spesifik hasar

belirlenebilmektedir (Shaposhnikov ve ark., 2009).

Sekil 1.3. Alkali komet siniflandirmasi. Normal ¢ekirdek (Sinif 0), ¢ekirdegin etrafinda
hale (Simf 1), yavasca artan komet kuyruk uzunlugu ve buna paralel olarak hiicrenin DNA
iceriginin azalmasi (Smif 2 ve Sinif 3) (Cortés-Gutiérrez ve ark., 2012).

DNA hasarina ugramis hiicre, kafa ve kuyruk olarak iki kisimdan meydana
gelmistir. “Kafa” bolgesi ¢ekirdek disina goc etmeyen, “kuyruk”™ ise parcalanmaya
ve yapisal kayba bagl olarak ¢ekirdek disina gé¢ etmis DNA’y1 tanimlar. Belli bir
bolgedeki DNA miktar1 o bolgedeki floresan yogunlugu ile dogru orantilidir. Bu
Ozellikten yararlanilarak, dijital goriinti sistemlerinde ve analiz yazilim
programlarindaki ilerlemeye paralel olarak daha hassas ve dogru sonu¢ veren miktar

tayin yontemleri gelistirilmistir (Basaran ve ark., 2002).
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Artan DNA hasan

Kuyruk

L 3

Sekil 1.4. H,O, maruziyetinden sonra olusan DNA hasar seviyelerinin komet testindeki
goriintiileri (Benhusein ve ark., 2010).

Singh ve arkadaslari tarafindan gelistirilen alkali komet protokoli 8
basamaktan olusmaktadir (McKelvey-Martin ve ark., 1993; Gren ve ark., 1996;
Collins ve ark., 2004).

1. Hiicresel materyalin hazirlanmasi

2. Mikroskop lamlarinin hazirlanmasi

3. DNA’nin a¢iga ¢ikmasi igin lizis

4. Cift sarmal DNA yapisinin agilmasi (Alkali unwinding) (pH>13)
5. Elektroforez (pH>13)

6. Notralizasyon (pH=7.5)

7. DNA’nin boyanmasi ve “komet”lerin goriintiilenmesi

8. Komet sayim1 ve DNA hasarmin belirlenmesi

14.1.1. Komet Testinin Kullanim Alanlar1

Komet testi, avantajlar1 geregi genis bir alanda kullanim gosterir. Baslica asagidaki

alanlarda kullanilir;
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e Genotoksisite  calismalar1  (Genetik  toksikoloji  ve  genotoksisite
biyoizlemesi)

e DNA hasan tlizerine ¢alismalar (Tek ve ¢ift zincir kiriklari, DNA ¢apraz
gegisleri, alkali-kararsiz bolgelerin belirlenmesi)

e DNA onarimmi lizerine ¢alismalar (Zincir kirig1 onarimi, baz ve niikleotid
kesip-¢ikarma onarimi)

e (Cevresel biyoizleme ve ekotoksikoloji (Atiklarin yogun oldugu bolgelerdeki
kirleticilerin degerlendirilmesi)

e Beslenme (Gidalarda uygulama yapilmast)

e Hipoksi tayini

insanlar {izerindeki epidemiyolojik ¢aligmalar 6zellikle maruziyet kosullarinda
(mesleki, cevresel ve klinik) DNA hasarmin belirlenmesi agisindan onemlidir.
Calismalar siiresince kontrol gruplariyla maruz gruplar arasindaki DNA onarim
farkliligr degerlendirilir. Veriler; sperm bankasi, kan bankasi ve c¢esitli izlemlerle
(kanser hastalarinda radyoterapi ve kemoterapi izlemleri) toplanabilir. Sonrasinda bu

veriler in vivo ve in vitro antioksidan aktivite ¢alismalarinda kullanilir.

1.4.1.2. Komet Testinin Avantajlar

Komet testinin pek ¢ok avantaj1 vardir;

1. Az sayida hiicreyle ¢alisilabilir (<10.000).

2. Degisik hiicre ve doku gruplarina uygulanabilir.

3. DNA hasar1 ve onarimini belirlemede hassastir.

4. Kolay uygulanabilir. Girisimsel olmayan yani miidahale gerektirmeyen bir
yontemdir.

5. Hizlidir, birkag saat i¢inde yontem tamamlanabilir.

6. Ekonomiktir.

7. Glivenilirdir.

8. Cesitli tiirlerde DNA hasarlari tespit edilebilir.
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9. Tek ve ¢ift zincir kiriklari, alkali-kararsiz bolgeler tayin edilebilir.
10.Insan calismalarinda sadece 5-10 ul kan, burun veya agiz mukoza hiicreleri,

epitelyum hiicreleri, sperm hiicreleri kullanmak yeterlidir.

1.4.1.3. Komet Testinin Dezavantajlari

Bu 6zelliklerinin yaninda 6nemli olarak tek bir dezavantaji bulunur. Komet testi
sadece DNA onarim hizini 6lger, DNA onarim dogrulugunu dl¢gmez. Yanlis onarilan

DNA kiriklari, Komet testinde DNA géciine neden olmaz (Ustiindag, 2010).

1.5. Tezin Amaci

Bu tezde, hiicrelerde olusabilecek oksidatif DNA hasarina karsi borik asidin belli
konsantrasyonlarinin  koruyucu bir etkisinin olup olmadigmmin arastirilmasi
hedeflenmistir. Test edilen borik asit konsantrasyonlari nétral kirmizi alimi testi
sonuglarina gore, borik asidin sitotoksik etki gdsteren konsantrasyonlarinin altindaki
konsantrasyonlardan se¢ilmistir. Bu amagla belli konsantrasyonlarda borik asit igeren
ve borik asit icermeyen medyumlarda c¢ogaltilan V79 hiicreleri iki farkh
konsantrasyonda H,0O’e maruz birakilmiglardir. Test sonunda H,0O; ile olusan DNA
hasar1 borik asit igeren ve icermeyen medyumlarda c¢ogaltilan hiicrelerde

karsilastirilmistir.

Bu yolla her giin ictigimiz sulardan ve aldigimiz gidalardan maruz kaldigimiz
borik asidin kanda olusturabilecegi konsantrasyonlar dikkate alinarak, bu
konsantrasyondaki borik asidin hiicrelerdeki oksidatif DNA hasar1 iizerinde

koruyucu bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmaistir.



2.  GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullamilan Maddeler

PBS tablet (Fosfat Tampon Cozeltisi) (Sigma, ABD)
Kalsiyum kloriir (CaCl,) (Merck, Almanya)
MgCl,.6H,0 (Merck, Almanya)

Sodyum kloriir (NaCl) (Merck, Almanya)
Potasyum kloriir (KCl) (Merck, Almanya)
Na,HPO, (Merck, Almanya)

KH,PO, (Merck, Almanya)

EDTA.2H,0 (Ambresco, ABD)

Tripsin (10 X Solusyonu T.4549) (Sigma, ABD)
DMEM (Biological Industries)

NaHCO; (Sigma, ABD)

Penicilin - Streptomycin Cozeltisi (Biological Industries, Israil)

Fotal Sigir Serumu (Sigma, ABD)

Notral kirmizi boyasi (Sigma, ABD)

Glasiyal asetik asit ¢ozeltisi (Merck, Almanya)
Ethanol (Merck, Almanya)

Sodyum hidroksit (NaOH) (Ambresco, ABD)
Diisiik erime dereceli agar (LMA) (Sigma, ABD)
Normal erime dereceli agar (NMA) (Ambresco, ABD)
Hidrojen peroksit ( H,O,) (Riedel-de Haen, ABD)
Borik asit (Biological Industries, Israil)

Tris. HCI (Ambresco, ABD)

Sodyum lauril sarkosinat (Ambresco, ABD)
Triton X-100 (Ambresco, ABD)
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Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)
Ethidium bromiir (Sigma, ABD)
Trypan mavisi (Biological Industries, Israil)

V79 Hiicre Serisi

2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Laminar hava akimli kabin (Clean Air, Biohazard EN 12469)
CO; inkiibatorii (Sanyo, Japonya)

Sogutmali santrifiij (Sigma, ABD)

Su banyosu (Boeco, Almanya)

Mikroskop (CETI, Belgika)

Inverted mikroskop (Micros MCXL600, Avusturya)
Fluoresan mikroskop (Leica DM 1000, Almanya)

Hassas terazi (Sartorius, Tiirkiye)

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Vorteks (Boeco, Almanya)

Spektrofotometre (SpectraMAX, Molecular Devices Inc., ABD)
Manyetik karigtirici siticili (Heidolph MR Hei Standard, Almanya)
pH metre (WTW pH330i / SET, Almanya)

Vakum pompasi (Neo Lab)

Lam ve lamel (Menzel Glaser, Almanya)

Membran filtre (0,22 pM, Corning)

Sayim lami1 (Neubauer improved) (Marienfeld, Almanya)
Calkalayic1 (96 kuyucuklu plakalar i¢in ) (BDECO, Almanya)
Buz makinas1 (Hoshizaki, Japonya)

Santrifiij (Rotina 38, Hettich, ABD)

Elektroforez tanki (C.B.S., ABD)

Gii¢ kaynagi (Thermo EC250-90, ABD)
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2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tripsin Cozeltisi: PBS / EDTA ¢0zeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 584 mg NaCl, 33.5
mg KCI, 99.3 mg Na;HPQ,, 40.8 g KH,;POy4, 22.14 mg EDTA tartildi ve 100 ml’ye
distile su ile tamamlandi. pH:7.4’¢ ayarlandi. pH’1 ayarlanan bu PBS / EDTA

¢ozeltisi steril kosullarda siiziildii. Bu ¢6zeltiden 90 ml alindi, tizerine 10 ml Tripsin
steril kosullarda ilave edildi. Buzdolabinda +4°C’de saklandi. Kullanilmadan once su

banyosunda 37°C’ye getirildi.

DMEM Medyum: 4.5 g/l D-glukoz, NaHCO3, 0.5844 g/l L-glutamin igeren 500
ml’lik DMEM igerisine %10 FCS ve %1 Streptomisin / Penisilin ilave edildi.
+4°C’de saklandi. Kullanmadan 6nce 37°C’ye getirildi.

Stop Medyum (Durdurucu Medyum): %60 DMEM ve %40 FCS’den olusan ¢ozelti
+4°C’de saklandi.

PBS Cézeltisi: 1 adet PBS tablet tizerine 0.01 g CaCl, ve 0.01 g MgCl,.6H,0 tartilip
distile su ile 100 ml’ye tamamlandi, manyetik karistiricida karigtirildi. Steril
kosullarda siiziildii. Buzdolabinda +4°C’de saklandi. Kullanilmadan once su

banyosunda 37°C’ye getirildi.

Notral Kirmizi (NR) Stok Coézeltisi: 0.4 g nétral kirmizi boyast 100 ml distile su

igerisinde ¢oziildi. Oda sicakliginda saklandi.

Notral Kirmizi (NR) Medyum: 1 ml NR stok ¢6zeltisi 79 ml medyum (Streptomisin /

Penisilin ¢ozeltisi ve fotal sigir serumu igermeyen) igerisinde ¢oziildi. 37°C’de 1 giin
bekletildi. Olugan NR kristallerini uzaklastirmak i¢in 22 pm’lik membran filtreden

stiziildii.
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Etanol / Asetik Asit Cozeltisi (NR Desorb): 1 ml glasiyal asetik asit ¢dzeltisi, S0 ml

etanol, 49 ml distile su cam meziir igerisine alindi. Bu ¢dzelti deneyin yapildigi giin
taze olarak hazirlandi. Bekleme siresinin 1 saatten daha fazla olmamasina dikkat

edilerek oda sicakliginda muhafaza edildi.

1 N HCI: 8.3 ml konsantre HCI ¢ozeltisi alinip 100 m1’ye distile su ile tamamlandi.
Oda sicakliginda saklandi.

1 N NaOH: 4 gr NaOH tartilip 100 mI’ye distile su ile tamamlandi. Oda sicakliginda

saklandi.

10 N NaOH: 200 g NaOH tartiip 500 ml distile suda ¢oziildi. 2 hafta oda

sicakliginda saklandi.

1 M Hy0, Stok Cézeltisi: 113.4 ul % 30’luk H,0, 1000 pl’ye +4°C’deki distile su ile

tamamland1. Buzdolabinda +4 °C’de saklanda.

Lizing Cozeltisi: 2.5 M NaCl, 10 mMTris, 100 mM Na,EDTA tartild1 ve distile suda

¢oziildiikten sonra pH:10’a ayarlandi. %1 sodyum lauril sarkosinat ilave edilerek 1-2

giin karistirildi ve oda sicakliginda saklandi. Kullanilacagi giin taze olarak %]l triton

ve %10 DMSO ilave edilerek +4°C’de sogumasi saglandi.

200 mM EDTA: 14.89 g EDTA tartildi, 200 ml suda ¢oziildii. pH:10’a ayarlandi. Oda

sicakliginda saklandi.

Elektroforez ¢ézeltisi: 1 mM Na,EDTA ve 300 mM NaOH distile suda ¢o6ziilerek
pH>13’e ayarlandi, +4°C’de sakland.

Notralize lysing cozeltisi: 0.4 M Tris distile suda ¢oziilerek pH:10’a ayarlandi, oda

sicakliginda saklandi.
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Etidium bromiir cozeltisi: 200 pg/ml stok ¢ozeltinden 100 ml hazirlandi, oda

sicakliginda saklandi. Bu stok ¢ozeltiden boyama esnasinda 20 pg/ml hazirlandi ve her

bir lama 60 ul damlatilarak kullanildi.

Normal Erime Noktali Agar (NMA) Cozeltisi: % 1’°lik c¢ozeltisi PBS (Na ve K

icermeyen) ile ¢oziilerek hazirlandi. Cozelti heniliz sicak iken lamlar bu ¢ozeltinin

icine daldirilarak agar ile kapland1 ve kurutuldu.

Diisiik Erime Noktali Agar (LMA) Cozeltisi: % 0.75° lik ¢ozeltisi PBS (Na ve K

icermeyen) ile ¢oziilerek hazirlanip buzdolabinda +4°C’de saklandi. Kullanilmadan

once su banyosunda 37 °C’ye getirildi.

H,O, Cozeltisi: 100 uM olacak sekilde stok ¢ozelti hazirlandi. 50 uM elde edebilmek

icin 100 uM’lik stok c¢ozelti seyreltilerek kullanildi. Diliisyonlar ve tamamlamalar

soguk PBS ile yapildi.

Borik Asit Cozeltisi: 1 ml’de 12 mg borik asit olacak sekilde 200 uM’lik stok ¢ozelti
hazirlandi. Gerekli dillisyonlar yapilarak 100 uM, 50 uM, 10 pM ve 5 uM’lik

¢Ozeltiler hazirlandi.

2.2.2. V79 Hiicrelerinin Sivi Azottan Cikarilmalari

Siv1 azot i¢inde saklanmakta olan V79 hiicreleri alindi ve 37 °C’de ¢oziinmesi
saglandi. Laminar hava akimli kabinde sterilite kosullarina dikkat edilerek 15 ml’lik
steril santrifiij tiipiinde 10 ml (37 °C) medyum igerisine aktarildi. Tiip 37 °C’de,
1500 rpm’de, 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz pastér pipeti yardimiyla steril
kosullarda vakumla atildiktan sonra alt fazdaki hiicreler alindi. Uzerine 10 ml
medyum ilave edildi. Hiicreler medyum igerisine pipetle ¢ek-birak yoOntemi
kullanilarak homojen olarak dagitildi. Hafifce vortekslendi. Hiicrelerin hepsi alinip
igerisinde 25 ml medyum bulunan 75 cm®lik flaskla inkiibatére kaldirild (37 °C,

% 5 COy). Azottan ¢ikan hiicrelerin lirememe, ¢ogalmama olasiligina kars1 pasajlama
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islemini birka¢ kez tekrarladiktan sonra hiicrelerin diizenli ¢ogalip ¢ogalmadigina

bakildi.

2.2.3. V79 Hiicrelerinde Yeni Pasajin Yapilmasi

CO, inkiibatoriinde (37 °C, % 5 CO,) flask igerisinde duran hiicrelerden yasamaya
devam edenler flask yiizeyine yapisip mekik seklini alirken, 6lmiis olan hiicreler

medyum igerisinde yiizerler.

CO, inkiibatoriinde flask igerisinde beklemis olan hiicrelere mikroskop altinda
bakildi ve hiicrelerin yasamaya devam ettigine karar verildikten sonra hiicrelerin yeni

medyum icerisine alinmasi i¢in gerekli igslemlere basland.

Steril flask, laminar hava akimli kabinde sterilitesi bozulmadan agildi. Steril
pastor pipeti yardimu ile flask igerisindeki medyum aspire edildi. Daha 6nceden su
banyosunda 1sitilip 37 °C’ye getirilmis 3 ml tripsin ¢ozeltisi flask igerisine konuldu.
Tripsin ¢6zeltisi hiicrelerin bulundugu flaskin kapagi kapatilip 3 dakika 37 °C’ye
ayarli olan %5’lik CO, inkiibatoriinde bekletildi. Flask yiizeyine yapigmis olan
hiicreler bu sekilde ylizeyden koparildi. Mikroskop ile bakilarak hiicrelerin yiizeyden
ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol edildi. Flaskin igerisine 37 °C’ye getirilmis olan 3 ml
stop medyum ilave edildi. Pastor pipet ile ¢cek-birak yontemiyle kapatildiktan sonra
hiicre stispansiyonu 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi. 1000 rpm, oda sicakliginda,
6-7 dakika santrifiij edildi. Ust faz atildiktan sonra dipte kalan hiicreler 5 ml DMEM
ile karistirillarak siispanse edildi. DMEM Medyum igerisindeki hiicrelerin sayilar
belirlendi. CO; inkiibatériinde kag giin bekletilecegine bagli olarak uygun sayidaki
hiicre, uygun miktardaki medyumla, uygun hacimdeki flask igerisine alindi.
Hiicrelerin homojen dagilmasi saglanip flask yiizeyine tarih, saat, hiicre adi, pasaj

sayis1 ve hiicre sayis1 yazilarak 37 °C’ye ayarl olan CO; inkiibatoriine kaldirildi.
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2.2.4. Hiicre Sayimi

Hiicre stispansiyonundan 100 ul eppendorf igerisine alinip iizerine 100 pl trypan
mavisi ilave edildi (diliisyon faktorii = 2). Trypan mavisi ile hiicreler homojen olarak
karistirildiktan sonra karisgtmin 100 pl’si bekleme yapilmadan {izerine lamel
kapatilmis improved neubauer sayim lamina uygulandi. Lamin 4 kosesindeki ve
ortasindaki karelerde bulunan hiicreler sayildi. Bes bdlgenin ortalamasi alindi ve
diliisyon faktoriiyle her karenin hacminin carpimi olan 20.000 ile carpilarak

1 ml’deki hiicre sayist bulundu.

Uygulama noktasi Larmel

Sayim

Bidlmesi 0.1 rmm drnek derinligi

Lameli
yerlestirme
destedi

i

Sekil 2.1. Hiicre sayim lam1 (Improved Noubauer).

1, 3, 5, 7 ve 9 numarali karelerdeki hiicreler sayildi. 1, 3, 7 ve 9 numarali
karelerin (kose kareler) igerisinde 16 adet kiigiik kare, 5 numarali karenin (merkez
kare) icerisinde ise 25 adet kiigiik kare bulunmaktadir. 9 biiyiik kareden her birinin
alan1 1 mm?, derinligi ise 0.1 mm’dir. buna gore her karedeki hacim 0.1 mm>’tiir
(0.0001ml).
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Sayim yapilirken soldan saga, yukaridan asagiya gidildi. Ayni hiicreyi iki kez
saymamak amaciyla; karelerin sol ve iist ¢izgilerine temas eden hiicreler sayildi, alt
ve sag c¢izgilere temas eden hiicreler sayilmadi. Sayilan 5 karedeki hiicrelerin
ortalamasi alindi, diliisyon faktorii ve 10* ile carpilarak 1 ml’deki hiicre sayisi

hesaplandi.

Toplam Hiicre Sayis1 x 10*x 2 (diliisyon faktérii) = 1 ml’deki hiicre sayisi
5

2.2.5. Sitotoksisite Testinin Uygulanmasi

2.2.5.1. Borik Asit Icin Sitotoksisite Testleri

Kiiltiirii yapilan hiicreler ml’de 10000 hiicre olacak sekilde % 10 protein igeren
medyum igerisine alinip her bir kuyucuga 100 pl konuldu ve CO; inkiibatoriinde 24
saat inkiibe edildi. Test edilecek borik asit distile suda ¢6ziildi. Ardindan 0.2 um por
genigligindeki filtreden gecirilerek steril hale getirildi. Bu steril ¢ozeltiden oncelikle
borik asitin 300 uM’ lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiden 0.1 uM,
03 uM, 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 puM, 100 uM olacak sekilde seyreltilerek stok

¢ozelti de dahil toplam 8 konsantrasyonda ¢ozelti hazirland1 ve toksik doz belirlendi.

Testler sirasinda 96 kuyucuklu plak kullanildi. 1. ve 12. siitunlar blank, 2.
stitun kontrol grubu (igerisinde sadece hiicre olan % 5 lik medyum) olarak kullanild:.
11. stituna %1 steril su iceren medyum ilave edilerek V79 hiicreleri icin toksik olup
olmadigimi gozlendi. Diger siitunlara ise borik asit azalan konsantrasyonlarda ilave
edildi. Her bir konsantrasyon igin sitotoksisite deneyinde 2 ayri plaka ile paralel
caligilarak deneyin kendi i¢indeki tekrarlanabilirligi kontrol edildi.

Test edilen borik asitin farkli konsantrasyonlardaki sitotoksisitesi test edildi.
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v Kiiltiiri yapilan hiicrelerin ml’deki sayisi belirlenip ml’de 10000 hiicre olacak
sekilde % 10’luk medyum icerisinde hiicre siispansiyonu hazirlandi. Homojen
hale getirilen bu ¢6zeltiden 96 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 100 pl
ilave edildi. Plakalar 24 saat boyunca 37 °C’lik CO; inkiibatoriinde inkiibe
edildi.

v PBS ¢0zeltisi hazirlanip buzdolabinda muhafaza edildi.

v Borik asit %1 steril su i¢erisinde ¢oziildii.

v' Hazirlanan borik asit filtreden siiziilip steril hale getirildi ve
konsantrasyonlar1 ayarlandi.

v Kuyucuklar igerisindeki % 10 protein igeren medyum aspire edildi. Plakanin
1., 2. ve 12. siitunlarina % 5 protein igeren medyumdan 100 ul eklendi. 11.
stituna 100 pl % 1 steril su ilave edildi. Plakanin diger siitunlaria borik asit
azalan konsantrasyonlarda eklendi. Plakalar 24 saat boyunca 37 °C’lik CO;
inkiibatoriinde inkiibe edildi.

v" NR medyum hazirlandi ve 37 °C’lik CO, inkiibatoriine kaldirildi.

3.Giin

<\

Buzdolabinda saklanmakta olan PBS su banyosunda 37 °C’ye getirildi.

<

Kuyucuklar igerisindeki % 5 protein iceren medyum aspire edildi.

<

Artiklar1 temizlemek i¢in kuyucuklar 150 pl PBS ile yikandi ve ardindan PBS

aspire edildi.

v' Siziilerek kristalleri uzaklagtirilmig olan NR medyumdan 100 pl ilave edildi
ve 37 °C’lik CO; inkiibatoriinde 3 saat inkiibe edildi.

v Plakalarin CO; inkiibatoriinden ¢ikarilmasina 1 saatten az bir siire kala
etanol/asetik asit ¢ozeltisi (NR desorb) hazirlandi.

v’ Belirtilen siirenin sonunda CO, inkiibatoriinden ¢ikartilan plakalar

igerisindeki NR medyum aspire edilip kuyucuklar 150 ul PBS ile yikand1 ve

ardindan PBS aspire edildi. Plakalar 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek

kurutuldu.
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v Bekletilmeden 150 pl NR desorb ilave edildi. Bu asamada renklenme
gozlendi.

v' Homojenligi saglamak amaciyla plakalar 10 dakika boyunca mikroplaka
calkalayicisinda ¢alkalandi.

v 540 nm dalga boyunda her bir kuyucugun absorbanslari okundu.

Sekil 2.2. Borik asite maruz birakilan V79 hiicrelerinin ndtral kirmizi alimu testi sonuglari
(Resimlerde 96 kuyucuklu plakalarin goriintiisti verilmistir).

2.2.6. Komet Testi

2.2.6.1. V79 Hiicrelerinde DNA Hasar1 Tespiti

Hiicrelere DNA hasar1 testi yani Komet Testi yontemi uygulanmigtir. Bu test
neticesinde test edilen kimyasal maddelerin DNA hasar1 olusturma potansiyeline

sahip olup olmadiklari (genotoksik olup olmadiklari) tespit edilebilir.

Deneyin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla test ilk olarak H,O, maruz
birakilan V79 hiicreleri ile yapildi. Genotoksisitesine bakilacak borik asitin tiim
konsantrasyonlar1 i¢in toksisite testi yapilirken HpO, ile maruz birakilmis V79

hiicreleri pozitif kontrol olarak kullanildu.

Test edilen her konsantrasyon igin 2 ayr1 paralel test yiriitiilerek yapilan

testlerin dogrulugu kontrol edildi.
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v Yapilacak olan komet testi i¢in 25 cm®lik flask igerisine yeterli sayida hiicre
alind1 (5ml’de 50000 DMEM).
v’ Hiicreler CO, inkiibatoriinde (37 °C, % 5 CO,) 48 saat inkiibe edildi.

v' Hiicreler CO; inkiibatériinde tutulmaya devam edildi.

v’ 2. giiniin aksaminda hiicrelerin besi yerleri aspire edildi.

v’ Hiicreler 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM ve 200 puM borik asite maruz
birakildi (5ml’lik ¢6zeltiler halinde).

v" Borik asit ile 6n-maruziyet (pre-exposure) 16 saat olacak sekilde ayarlandi.

v" 16 saatlik borik asit ile 6n-maruziyet stiresi dolduktan sonra hiicreler 50 uM
ve 100 uM H,0,’e 37 °C’de 1 saat maruz birakildi.

v' Flasklardaki ¢ozeltiler 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi ve 1000 rpm’de 6-7
dakika santrifiij edildi.

v Ust faz atildiktan sonra 1 ml’ye PBS ¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu miktar her
bir lamda 10000-20000 hiicre olacak sekilde ayarlandi.

Hiicreleri agara alma islemi:

Yukarida anlatildigi sekilde soguk PBS igerisine alinmis olan hiicreler her bir lamda
10000-20000 arasinda hiicre olacak sekilde hesaplanarak, 50 pl hiicre siispansiyonu
ile 37 °C’de eritilmis 100 ul % 0,5’1lik LMPA karistirildiktan sonra 6nceden % 1°lik
NMPA c¢ozeltisine daldirilip agar ile kaplanmig lamlara yayildi. Lamlarin iizerine
lamel kapatildiktan sonra buzlu metal yilizey {iizerinde yaklasik olarak 5 dakika

bekletilerek agarin katilasmasi saglandi.
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Sekil 2.3. Komet testi sirasinda V79 hiicrelerinin agara alinmasi islemi.

Lizing:

Lamlar daha onceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizing ¢ozeltisine

daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

Sekil 2.4. Salelerin lizing islemi i¢in hazirlanmasi.
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Alkali uyeulamasi ve elektroforez:

Elektroforez tanki soguk elektroforez ¢ozeltisi ile uygun miktarda dolduruldu. Lizing
cozeltisinden ¢ikarilan lamlar agar yayilan kisimlari liste gelecek sekilde elektroforez
tankina yerlestirildi. Lamlar, 20 dakika akim uygulamadan ¢6zeltide bekletildikten

sonra, 25 V ve 300 mA akimda 20 dakika elektroforez uygulandi.

Sekil 2.5. Elektroforez iglemi.

Notralizasyon ve hiicrelerin fikse edilmesi:

Elektroforez asamasi bittikten sonra tanktan ¢ikarilan lamlar nétralize lizing ¢ozeltisi
ile yikandi. Hiicreleri lamlara fikse etmek amaciyla saleler icinde 3 farkh
konsantrasyonda (6nce %50’lik, sonra %75°1lik, en son absolii alkolde 5’er dakika)

alkole daldirildi. Saleler okuma yapilincaya kadar karanlik bir ortamda saklandi.

Sekil 2.6. Notralizasyon ve hiicrelerin lamlara fikse edilmesi
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Boyama ve mikroskopta degerlendirme.

Degerlendirmesi yapilacak lamlar iizerine 60 pl (20 pg/ml) etidyum bromiir ¢ozeltisi
ilave edildi. En az 10 dakika beklendikten sonra floresan mikroskopta okuma yapildi.
Her lamda 100 hiicre okundu.

Sekil 2.7. Mikroskop degerlendirmesi.

Elde edilen sonuglarla ortalama kuyruk yogunlugu ve ortalama kuyruk

momenti kontrol grubu ile kiyaslandi.



S7

3. BULGULAR

3.1. Nétral Kirmizi Alimi Yontemiyle Elde Edilen Sonuglar

Oncelikle borik asitin 300 uM’lik stok ¢dzeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiden
0.1 uM, 0.3 uM, 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM, 100 uM olacak sekilde seyreltilerek
stok ¢ozelti de dahil toplam 8 konsantrasyonda ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin
sitotoksisiteleri Bolim 1.3’te anlatildigi sekilde nétral kirmizi alimi yontemiyle
analiz edildi. Borik asitle 24 ve 48 saat olmak lizere iki farkli maruziyet siiresinde

testler uygulanda.

140
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20

0 T T T 1 1
0,01 0,1 1 10 100 1000

KM Borik Asit Konsantrasyonu
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Sekil 3.1. 24 ve 48 saatlik maruziyet sonucu uM cinsinden borik asit konsantrasyonlarina
kars1 notral kirmizi alimi % kontrol grafigi.

Test edilen konsantrasyonlarin hicbirinde (0.1 puM, 0.3 uM, 1 uM, 3uM,
10uM, 30 uM, 100 uM, 300 uM) borik asitin sitotoksik etki gostermedigi
bulunmustur. Notral kirmizi alimi sitotoksisite testiden elde edilen sonuglara

bakilarak genotoksisite ¢aligmasina gegilmistir.

3.2. Komet Testi Yontemiyle ile Elde Edilen Sonuclar

Borik asitin test edilen 300 uM konsantrasyonuna kadar sitotoksik etkisinin olmadig:
belirlendikten sonra genotoksik etkiyi tespit etmek amaciyla komet testi
uygulanmistir. Genotoksisite testi 300 uM borik asit konsantrasyonunun altindaki

konsantrasyonlar igin yapilmustir.
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3.2.1. Pozitif Kontrol Olarak Kullanilan H,O, ile Elde Edilen Sonuclar

V79 hiicrelerine pozitif kontrol olarak 50 uM ve 100 uM H,0O, uygulanarak alkali
komet testi ile analiz edilmistir. Elde edilen verilere gére H,O, uygulanmasi
sonucunda DNA hasarinin kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde arttig1 gézlemlenmistir (p<0.05, one-way ANOVA).

Cizelge 3.1. V79 hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan 50 uM ve 100 uM H,O ile
elde edilen alkali komet testi sonuglari.

Ortalama Ortalama
H,0; Kuyruk Yogunlugu (%) Kuyruk Momenti (birim)
(Ort £ S8S) (Ort £ SS)
Kontrol 3,9505 + 5,5302 0,3038 = 0,4673
50 uM 29,5154 +£23,3095* 3,8857 + 3,7894*
100 uM 64,7769 + 20,1186* 18,5744 + 8,7450*

*p<0.05, one-way ANOVA,
Ortalama Kuyruk Yogunlugu (%): Tail % Intensity
Ortalama Kuyruk Momenti: Tail Moment
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Sekil 3.2. V79 hiicrelerine pozitif kontrol olarak uygulanan H,O; ile elde edilen alkali komet
testi sonuglari.

*Kontrolle karsilastirildiginda yiiksek DNA hasari (p<0.05, one-way ANOVA).



3.2.2. Borik Asit ile Elde Edilen Sonuclar

V79 hiicrelerine 5 uM, 10 puM, 50 uM, 100 uM ve 200 uM konsantrasyonlarinda
borik asit ilave edilmistir. Alkali komet testinden elde edilen sonuglara gore farkli
konsantrasyonlarda borik asit ilavesinin, hiicrelerde olusan DNA hasarin1 kontrole

gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmedigi gézlemlenmistir (p>0.05,

one-way ANOVA).

Cizelge 3.2. V79 hiicrelerine uygulanan 5 puM, 10 puM, 50 uM, 100 uM ve 200 uM

konsantrasyonlarda borik asit ile elde edilen alkali komet testi sonuglari.

Ortalama Ortalama
Borik Asit Kuyruk Yogunlugu (%) Kuyruk Momenti (birim)
(Ort + SS) (Ort = SS)
Kontrol 3,9505 + 15,5302 0,3038 + 0,4673
5 uM BA 6,3326 + 8,7732 0,5951 + 0,8799
10 uM BA 5,0393 +7,2261 0,3727 +£0,4922
50 uM BA 5,6595 + 8,3439 0,4398 + 0,6657
100 uM BA 3,6495 +5,9799 0,2811 +0,4922
200 uM BA 6,4411 +£9,7187 0,6390 + 1,2596

Ortalama Kuyruk Yogunlugu (%): Tail % Intensity
Ortalama Kuyruk Momenti: Tail Moment
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Sekil 3.3. V79 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan borik asit ile elde edilen
alkali komet testi sonuglari.
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V79 hicrelerine 5 pM, 10 uM, 50 uM, 100 pM ve 200 uM
konsantrasyonlarinda borik asit ilave edildikten 16 saat sonra 50 uM H,O, maruziyeti
uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore oncelikle, 50 uM H,0, ilavesiyle olusan
DNA hasarmin kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig
gozlemlenmistir. V79 hiicrelerine 5 farkli konsantrasyonda borik asit ile o6n-
maruziyet uygulanmasmin ardindan 50 uM H,0; ilavesi sonucunda DNA hasarinin
azaldig1 gorilmistir. Bu azalma pozitif kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0.05, one-way ANOVA).

Cizelge 3.3. V79 hiicre kiiltiirlerine 16 saatlik 6n-maruziyet ile 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100
uM ve 200 uM borik asit uygulanmasi ve 50 uM H,0, maruziyeti ile elde edilen alkali
komet test sonuclari.

Ortalama Kuyruk Ortalama Kuyruk

H,O, + Borik Asit Yogunlugu (%) Momenti (birim)

(Ort £ SS) (Ort £ SS)

Kontrol 3,9505 + 5,5302 0,3038 + 0,4673

50 uM H,0, 29,5153 +23,3095* 3,8857 + 3,7894*
50 uM H,0, + 5 uM BA 21,6932 + 17,7229*" 2,5072 +2,1173*"
50 pM H,0, + 10 uM BA 21,0849 + 16,8299*" 2,4269 + 2,4876*"
50 uM H,0, + 50 uM BA 21,9928 + 17,2346*" 2,5088 + 2,1953*"
50 uM H,0, + 100 uM BA 19,2057 + 13,7187+ 1,9657 + 1,5269*
50 pM H,0, + 200 uM BA 15,3321 + 12,8625*" 1,7229 + 1,5016*"

** 1<0.05, one-way ANOVA,
Ortalama Kuyruk Yogunlugu (%): Tail % Intensity
Ortalama Kuyruk Momenti: Tail Moment
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Sekil 3.4. V79 hiicrelerine 16 saatlik on-maruziyet ile borik asit uygulanmas: ve 50
1M H,0O, maruziyeti ile elde edilen alkali komet test sonuglart.

*Kontrolle karsilastirildiginda DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli artmalar
gozlenmistir. #Pozitif kontrolle karsilastirildiginda DNA hasarinda istatistiksel olarak
anlamli azalmalar gézlenmistir (p<0.05, one-way ANOVA).
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V79 hicrelerine 5 uM, 10 pM, 50 pM, 100 uM ve 200 upM
konsantrasyonlarinda borik asit ilave edildikten 16 saat sonra 100 uM H,0O,
maruziyeti uygulanmistir. Oncelikle 100 pM H,0; ilavesiyle olusan DNA hasarinin
kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi gézlemlenmistir.
V79 hiicrelerine bu 5 farkli konsantrasyonda borik asitin 6n-maruziyetinin ardindan
100 uM H;,0; uygulanmasi sonucunda ise DNA hasarinin azaldig1 ve bu azalmanin

pozitif kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir
(p<0.05, one-way ANOVA).

Cizelge 3.4. V79 hiicre kiiltiirlerine 16 saatlik 6n-maruziyet ile 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100
uM ve 200 uM borik asit uygulanmasi ve 100 uM H,O, maruziyeti ile elde edilen alkali
komet test sonuglari.

owporikast  OpaemeKik Ormana Koy
(Ort £ SS) (Ort = SS)
Kontrol 3,9505 + 5,5302 0,3038 + 0,4673
100 uM H,0, 64,7769 + 20,1186* 18,5744 + 8,7450%
100 uM H,0, + 5 uM BA 7,9657 + 11,0133*" 0,7743 + 1,1295"
100 uM H,0, + 10 uM BA 23,7189 + 25,2276 3,4228 + 4,4028*"
100 uM H,0; + 50 uM BA 15,7623 + 13,6708*"  2,1221 +2,0631*"
100 uM H,0, + 100 M BA 12,0371 + 12,4076%*  1,1581 + 1,2749*"
100 uM H,0, + 200 uM BA 9,2640 + 12,7384*" 0,8202 + 1,1530"

** 1<0.05, one-way ANOVA,
Ortalama Kuyruk Yogunlugu (%): Tail % Intensity
Ortalama Kuyruk Momenti: Tail Moment



Kuyruk yogunlugu (%)

Kuyruk momenti

66

70 -
*
50 -
50 -
A0 4
30 -
20 - # ¥
# 4
# #
&
. | '
Kontrol 100pM H;0; 100 pMHO; 100 pMH,O; 100 uMHO; 100 pMH:O; 100 uMH;O,
+ S UM BA + 10 ph BA + 50 pM BA + 100 uM BA + 200 uM BA
25 -
#
20 A
15 -
10 -
* #
5 -
*#
# *#
i ﬁ #
0 h T T T T T T L—\
Kantral 100uM H:0; 100 puMHO; 100 pMHO; 100 pMH0; 100 uMHO; 100 pMH;O,
4+ Sphl BA + 10 pM BA + 50 uM BA  + 100 puM BA + 200 uM BA
_5 -

Sekil 3.5. V79 hiicrelerine 16 saatlik 6n-maruziyet ile borik asit uygulanmasi ve 100
1M H,0O, maruziyeti ile elde edilen alkali komet test sonuglart.

*Kontrolle karsilastirildiginda DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli artmalar
gozlenmistir. # Pozitif kontrolle karsilastirildiginda DNA hasarinda istatistiksel olarak
anlamli azalmalar gozlenmistir (p<0.05, one-way ANOVA).



Cizelge 3.5. V79 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan H,O, ve borik asit ile elde edilen alkali komet testi sonuglari.

67

Ortalama Kuyruk Yogunlugu

Ortalama Kuyruk Moment

(Ort £ SS) (Ort+SS)
Kontrol 3,9505 + 5,5302 0,3038 +£0,4672
5 uM BA 6,3326 & 8,7732 0,5951 +0,8799
10 uM BA 5,0393 + 7,2261 0,3727 +0,4922
50 uM BA 5,6595 + 8,3439 0,4398 + 0,6657
100 ptM BA 3,6495 £ 5,9799 0,2811 £+ 0,4922
200 uM BA 6,4411 £9,7187 0,6390 + 1,2596
50 uM H,0, 29,5153 £23,3095* 3,8857 & 3,7894*
100 uM H,0, 64,7769 +20,1186* 18,5744 + 8,7450*

50 uM H,0, + 5 pM BA
50 pM H,O, + 10 pM BA

21,6932 + 17,7229+"
21,0849 + 16,8299*"

2,5072 +2,1173*"
2,4269 + 2.4876*"

50 pM H,O, + 50 pM BA 21,9928 + 17,2346*" 2,5088 + 2,1953*"
50 pM H,O, + 100 pM BA 19,2057 + 13,7187+ 1,9657 + 1,5269*"
50 uM H,O, + 200 pM BA 15,3321 + 12,8625*" 1,7229 + 1,5016*
100 pM H,0; + 5 pM BA 7,9657 + 11,0133*" 0,7743 + 1,1295"
100 pM H,O, + 10 pM BA 23,7189 + 25,2276*" 3,4228 + 4,4028+"
100 pM H,O, + 50 pM BA 15,7623 + 13,6708*" 2,1221 +2,0631*
100 pM H,O, + 100 pM BA 12,0371 + 12,4076*" 1,1581 + 1,2749*"
100 pM H,0; + 200 pM BA 09,2640 + 12,7384*" 0,8202 + 1,1530"

+ p<0.05, one-way ANOVA,
Ortalama Kuyruk Yogunlugu (%): Tail % Intensity
Ortalama Kuyruk Momenti: Tail Moment
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Sekil 3.6. V79 hiicrelerine H,0O, ve borik asitin farkli konsantrasyonlarda ilavesi sonucunda alkali komet test sonuglari.
*Kontrolle karsilagtirildiginda DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli artmalar gozlenmistir.
# Pozitif kontrolle karsilastirildiginda DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlenmistir (p<0.05, one-way ANOVA).
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4.  TARTISMA

Kimyasal sembolii B olarak tanimlanan bor elementi periyodik sistemde 3. grubun
basinda bulunur. Atom numarast 5, atom agirligt 10.81°dir. Oksijen ve diger
elementlerle olusturdugu bilesiklere borat denir. Tabiatta 230 c¢esit bor minerali
vardir. Genellikle sodyum (Na), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) gibi metallerle
bilesik halinde bulunurlar. Kolemanit, iileksit, tinkal gibi kalsiyum veya sodyum
boratlar en 6nemlileridir. Ancak bu bor bilesikleri dogada su ile ¢6ziinerek borik asit
formuna donisiir. Ayn1 zamanda bor bilesiklerinin oral aliminda da fizyolojik
stvilarda (kan, idrar vb.) gézlenen formu da borik asittir. Bu nedenle borik asitin
antioksidan oOzelliginin arastirilmasi, ayn1 zamanda tiim boratlarin antioksidan

Ozelliklerinin arastiritlmasi anlamina gelecektir.

Borik asit genellikle endiistri, saglik ve tarim alaninda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Oral yolla uygulamadan sonra tamami hizla absorbe olur ve
gastrointestinal yoldan kan dolasimina gecer (Usuda ve ark., 1998). Cesitli bor
bilesiklerinin hipolipidemik, antienflamatuvar ve anti-kanser 6zelliklerinin oldugu
bulunmustur (Barranco ve ark., 2009). Borun 6zellikle; antioksidan aktivitesi, D
vitamini (Hunt, 1996), kalsiyum, potasyum ve kemik metabolizmas1 (Meacham ve
ark., 1994), aldehit dehidrogenaz, ksantin oksidaz, sitokrom-b5 rediiktaz (Hunt,
1996; Devirian ve Volpe, 2003), insiilin, dstrojen, testosteron, T3, T4 (Armstrong ve
ark., 2001), trigliserit, glukoz (Eren ve ark., 2006), beyin fonksiyonlar1 (Penland,
1994), immiin sistem (Hunt ve ldso, 1999), iireme sistemi ve prostat kanseri
(Gallardo-Williams ve ark., 2003), vajinal kandidiyazis (lavazzo ve ark., 2011)
tizerine etkileri bugiine kadar yapilmis olan pek cok arastirmada gosterilmistir.
Ayrica bor bilesiklerinin bakteri ve kiiltiiri yapilmis memeli hiicrelerinde genotoksik
etki potansiyelinin olmadigi gosterilmistir (Moore, 1997). Bunlara ek olarak meyve
ve sebzelerin tiiketilmesiyle alinan borun bir¢ok faydali etkileri oldugu da
bildirilmistir (Devirian ve Volpe, 2003). Borik asitin kalsiyum ve potasyum

metabolizmasinda; D vitamini ve reaktif oksijen tiirleri (Tiirkez ve ark., 2007; 2012;
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Ince ve ark., 2011) iizerinde etkili oldugu gdsterilmistir. Bu biyokimyasal ve
fizyolojik fonksiyonlar iki temel hipoteze dayandirilmaktadir. Bu hipotezlerden ilki
bor bilesiklerinin hiicre membran fonksiyonlarinda rol oynayarak hormonlar iizerine
etkisini gostermesi, ikincisi ise bir¢ok enzimatik sistemde metabolik diizenleyici
olarak rol oynamasi olabilir. Ancak bunlarin yaninda bor bilesiklerinin antioksidan
savunma mekanizmasi lizerine etkileri heniliz tam olarak anlasilamamistir (Pawa ve
Ali, 2006). In-vitro ve in-vivo olarak antioksidan etkisinin olup olmadigi halen

arastirilmaktadir.

Serbest radikaller; bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, ¢ok etkin,
kararsiz, kisa Omirlii, molekiil agirhgr  disik molekiiller olarak tanimlanir
(Abdollahi ve ark., 2003; 2004). Serbest radikal en yakinindaki stabil molekiile atak
yaparak onun elektronunu alir ve kendisine atak yapilan molekiil elektron
kaybederek serbest radikal haline gelir. Boylece zincir reaksiyon baslar. Bu siireg
basgladiktan sonra yasayan hiicrenin hasar gormesi ile sonuglanir (Cheeseman ve
Slater, 1993). Bu eslesmemis elektron serbest radikallere biiyiik bir reaktivite
kazandirarak; protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi yakinindaki birgok molekiille
etkilesime girmesine neden olur. Bu durum yaslanmay: tesvik ederek kalp-damar
hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt, sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 ve
bagisiklik sisteminde zayiflik gibi birgok hastaliga sebep olmaktadir (Diplock, 1998).
Bor, organizmadaki depo glutatyon ve tiirevlerinin veya diger reaktif oksijen tiirlerini
notralleyici ajanlarin miktarinda artiga sebep olarak oksidatif hasar olusumunu
baskilar (Hunt ve Idso, 1999). Bircok hastaligin tedavisinde rol oynayabilecek
faydali etkilerinin bilinmesi ancak antioksidan etkisinin tam olarak aydinlatilamamis
olmasi, borun antioksidan o&zelliklerinin c¢alisilmasin1 ¢ok 6nemli bir arastirma

konusu haline gelmistir.

Alkali komet testi (pH:13); DSB (DNA ¢ift zincir kiriklar1), SSB (DNA tek
zincir kiriklar1) ve ALS (alkali-kararsiz bolgeleri) tespit edebilen bir yontemdir.
DNA iizerinde olusabilen tek zincir kiriklari, genellikle DNA’daki oksidatif hasarin

bir gostergesi olarak diislinlilmektedir ve hiicrede olusan oksidatif stresin bir
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biyogdstergesi olarak kullanilmaktadir. Bu tezde de alkali komet testi ayn1 amagcla

kullanilmaistir.

Uyguladigimiz alkali komet testinde pozitif kontrol olarak H,O, kullanilmustir.
Oksidatif hasara neden oldugu bilinen H;O, ile hiicrelerde oksidatif hasar
olusturulmus ve bu hasarin Onlenmesinde borik asitin etkili olup olmadigi
arastirtlmistir. HyO,’1 pozitif kontrol olarak kullanmis oldugumuz deneylerde
(cizelge 3.1), 50 uM ve 100 uM H,0, konsantrasyonlarinin hiicrelerdeki oksidatif
DNA hasarini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 (p<0.05) goézlenmistir.

Ayni deney; V79 hiicrelerinin 16 saat siire ile 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM ve
200 puM borik asit i¢eren medyumlarda inkiibe edilmesinden sonra tekrar
uygulanmistir. Bu deneyde, 50 uM ve 100 pM H;02’in V79 hiicrelerinde
olusturdugu oksidatif DNA hasarinin borik asidin artan konsantrasyonu ile azaldig

ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) goriilmiistiir.

Oral vyolla alinan bor bilesiklerinin (100 mg/kg) kandaki glutatyon
konsantrasyonunu ve plazma C vitamini diizeyini artirdigi bilinmektedir (Ince ve
ark., 2010). Diger taraftan borik asidin belli konsantrasyonlarinin agir metal (arsenik
trioksit, kolloidal bizmut subsitrat, kadmiyum, civa ve kursun) maruziyetine bagh
olarak lenfositlerde olusabilecek genotoksik etkileri azaltabildigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (Tirkez ve ark., 2012). Bu tez kapsaminda yapmis
oldugumuz ¢alismalar daha onceden yukarida adi gegen konularda yapilmis olan
calismalarin sonuglarini desteklemektedir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismanin bundan
onceki calismalardan en Onemli farki; ¢alismamizda insanlarin gilinlilk maruz
kalabilecegi dozda borun olusturdugu kan konsantrasyonlarinin test edilmis
olmasidir. Borik asidin  antioksidan etkilerini test etmis oldugumuz
konsantrasyonlarin éneminin daha anlasilabilir bir sekilde izah edilebilmesi i¢in bu

konunun biraz daha derinlemesine incelenmesi faydali olacaktir.

Bilindigi gibi borik asit, Avrupa Birligi’nin CLP (Classification, Labeling and

Packaging) yonetmeligi cergevesinde {ireme {izerinde toksik (reprotoxic) olan
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kimyasal maddeler simifinda “Kategori 1B H360FD” altinda siniflandirilmistir. Bu
smiflandirmaya esas olan siganlardaki gelisim toksisitesi (developmental toxicity)
testinde bor i¢in tespit edilmis olan NOAEL (fetiiste kilo kaybi) degeri 9.6
mg/kg/glin’diir. Yapilan caligmalar sicanlarda giinde 9.6 mg/kg bor maruziyetinin
olusturdugu kan bor konsantrasyonunun 1270 ng/g kan (ppb) oldugunu
gostermektedir (Price ve ark., 1997). Ayrica bugiine kadar yapilmis olan
epidemiyolojik calisma sonuglarindan mesleki ortamlarda bile olusabilecek
maksimum kan bor konsantrasyonlar1 bilinmektedir. Asagida bu ¢alismalarda tespit

edilmis olan kan bor konsantrasyonlari ¢izelgeler halinde gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Bugiine kadar yapilmig olan 2 énemli epidemiyolojik ¢alismada tespit
edilen giinliik bora maruz kalma seviyeleri ve buna karsilik gelen kan bor
konsantrasyonlari.

Bora giinlik ortalama Ortalama kan bor Epidemiyolojik

maruz kalma
Maruz kalma gruplari n . . konsantrasyonlari ¢aligmanin
seviyeleri (ng B/g kan, ppb) kaynagi
(mg B/giin) '
Kontrol grubu 49 4.68 = 1.63 <48.5
Diisiik maruz kalma grubu 72 7.39+3.97 72.94 +15.43 Duvdu. 2011
Orta maruz kalma grubu 44 11.02+4.61 121.68 £ 15.62 yau,
Yiiksek maruz kalma grubu 39 14.45 £ 6.57 223.89 +69.49
Kontrol grubu 9 1.2+£0.8 22.1+6.7 Xing, 2008
Maruz kalma grubu 60 37.0+£77.5 204.8 +365.8 (2003 sonuglarr)
Kontrol grubu 15 23+£3.0 48.0 £ 23.9 .
Uzak kontrol grubu 15 43431 96.5 + 90.8 (25(()21265002 o
Maruz kalma grubu 15 41.2+374 499.2 £790.6 1

Goriildiigi gibi kan bor konsantrasyonlar1 bu iki ¢alismada 22.1— 499.2 ng/g
kan (ppb) konsantrasyonlar: arasinda degismektedir. Bu ¢aligma dahilinde test etmis
oldugumuz kan bor konsantrasyonlar: ise asagidaki ¢izelgede goriilmektedir. Test
etmis oldugumuz konsantrasyonlarin “ppb” olarak karsiliklar1 da yine Cizelge 4.2°de

gorilmektedir.
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Cizelge 4.2. V79 hiicrelerinde test edilen borik asit konsantrasyonlarinin ppb ve bor
esdegeri karsiliklari.

Test edilen borik asit (HsBOs) konsantrasyonlari
H3BO; 5uM 10 uM 50 uM 100 uM 200 uM
H3BO; (ppb karsiligr) 309 ng/ml 618 ng/ml 3090 ng/ml 6180 ng/ml 12360 ng/ml

Bor esdegeri, (ppb
karsiligi)

Borik asit ve borun molekiil agirliklari sirasiyla 61.8 g/mol ve 10.8 g/mol diir. Bor esdegeri,
borik asit miktarinin 0.175 ile ¢arpilmasi ile hesaplanmustir.

54 ng/ml 108 ng/ml 541 ng/ml 1082 ng/ml 2163 ng/ml

Yukaridaki ¢izelgeden de gorildigi gibi V79 hiicrelerinde test etmis
oldugumuz bor konsantrasyonlart 54 — 2163 ppb arasinda degismektedir. Bu
konsantrasyonlar hem sicanlardaki gelisim toksisitesi testlerinde fetiisteki kilo
kaybini temsil eden giinliik bor miktarina (NOAEL: 9.6 mg/kg/giin) karsilik gelen
kan bor konsantrasyonu (1270 ppb), hem de epidemiyolojik ¢alismalarda tespit
edilmis olan kan bor (22.1 — 499.2 ppb) konsantrasyonlarin1 kapsamaktadir.
Dolayistyla giinlik bor maruziyeti neticesinde insanlarda olusabilecek kan bor
konsantrasyonlarinin deneylerde test edilmesine dikkat edilmistir. Bu sayede (bu tez
dahilindeki deneyler in vitro kosullarda gergeklestirilmis olsa da) borik asidin
insanlarda da oksidatif DNA hasarmni azaltabilecegi diger bir deyisle koruyucu

olabilecegi yoniinde yorum yapmak miimkiin olabilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Avrupa Birligi’nde tiim kimyasal maddeler REACH (Registration, Evaluation,
Authorization and restriction of Chemicals) adi verilen biiyiik bir kimyasal madde
yonetmeligi altinda insan sagligina olan etkilerine gore smiflandirilmistir. Bu
smiflama kapsaminda borik asit ve sodyum boratlar {ireme {iizerine toksik
(reprotoxic) olan kimyasal maddeler grubunda (Kategori 1B, H360FD)
simiflandirilmistir. Bu siniflandirmaya esas olan sicanlardaki gelisim toksisitesi
(developmental toxicity) testinde borik asit i¢in tespit edilmis olan NOAEL (fetiiste
kilo kayb1) degeri 9.6 mg/kg/giin diir. Yapilan calismalar sicanlarda giinde 9.6 mg/kg
borik asit maruziyetinin olusturdugu kan bor konsantrasyonunun 1270 ng/g kan

(ppb) oldugunu gostermektedir (Price ve ark., 1997).

Tiirkiye, bor rezervi agisindan diinyanin en zengin iilkesi konumundadir ve
Diinya’daki tiim bor rezervinin yaklasik %75’ine sahip durumdadir. Bu bor rezervleri
genelde Marmara bdlgesinin giineyinde yogunlasmaktadir. Ozellikle Bigadig,
Kestelek, Emet ve Kirka bor rezervleri agisindan en zengin yorelerdir. Bugiine kadar
bu yorelerde yapilmis olan ¢alismalar igme sularindaki bor konsantrasyonlarinin ¢ok
yiiksek oldugunu gostermektedir. Avrupa Birligi ve Diinya Saghik Orgiitii’niin
standartlarina gore icme suyunda bulunabilecek maksimum bor konsantrasyonu
sirastyla 1 mg/L ve 2.4 mg/L’dir. Ancak yukarida adi gecen yerlesim yerleri ve
civarinda yapilan ¢alismalar igme sularindaki bor konsantrasyonunun 29 mg/L’ye
kadar ulagabildigini gostermistir (Sayli ve ark., 1998). Bu bulgular (adi gecen
yorelerde yasayan ve yiiksek diizeyde bora maruz kalan insanlarda) borik asidin
erkelerde ilireme ve kadinlarda fetiis gelisimi {izerine olumsuz etki olusturup
olusturmayacagi yoniindeki sorular1 hep gilindemde tutmaktadir. Giinliik olarak
yiiksek diizeyde bora maruz birakilan disi sicanlarda (9.6 mg bor/kg/giin) fetiis
agirhiginda diisme goriilmiis olmas1 da bu yondeki kaygilar1 arttirmaktadir. Ancak
son yillarda biri lilkemizde olmak iizere yapilmis olan iki biiyiik epidemiyolojik
calisma insanlarin hayvan testlerinde test edilen seviyelerde bora giinliik olarak

maruz kalamayacagini gostermistir (Xing ve ark., 2008; Duydu ve ark., 2011; 2012).
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Ozellikle iilkemizde yapilmis olan isyeri ¢alisma ortami gibi ok yiiksek giinliik bora
maruz kalma seviyelerinin s6z konusu oldugu yerlerde bile (Bandirma Borik Asit
Fabrikas1) giinlilk bora maruz kalma diizeylerinin hayvan deneylerinde test edilen
konsantrasyonlarin ¢ok altinda oldugunu gostermistir (Duydu ve ark., 2011; 2012;
Basaran ve ark., 2012; Bolt ve ark., 2012). Bu ¢alismalar bor rezervleri civarinda
yasayan insanlarin, hayvan testlerinde karsilasilan istenmeyen toksik etkilerle
karsilasma olasiliginin  bulunmadigini gostermistir. Bu tez calismasinda ise 0
yorelerde bora maruz kalan insanlarin maruz kaldiklarn  giinlik bor
konsantrasyonlarina karsilik gelen kan bor konsantrasyonlarmin (Cizelge 4.2)
antioksidan etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Diger bir tabirle (deneysel olarak
tasarlanmig asir1 yiliksek giinlilk maruz kalma kosullarinda) erkek sicanlarda tireme
ve disi sicanlarda fetiis gelisimi {izerinde olumsuz etkiler olusturabilme potansiyeline
sahip olan borun, ger¢ek¢i maruz kalma kosullarinda insanlar igin faydali etkilerinin

olup olmadig1 aragtirilmistir.

Yapmis oldugumuz bu tez ¢alismasinin sonuglari, giinliik olarak maruz kalinan
(gercekei) bor konsantrasyonlariin hiicrelerde olusabilecek oksidatif DNA hasarini
azaltabilecegi ve koruyucu olabilecegini gostermistir. Bu nedenle giinliik olarak
maruz kalmakta oldugumuz bor konsantrasyonlarmnin zararli degil, aksine faydali

olabilecegi anlagilmaktadir.
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OZET

Borik Asitin Antioksidan Aktivitesinin Hiicre Kiiltiiriinde Arastirilmasi

Bor bitkiler i¢in esansiyel oldugu kanitlanan, insanlar i¢in de esansiyel oldugu
diisiiniilen; saglik, bilim ve tarim i¢in 6nemli bir mineraldir. Ancak bu goriisiin

kanitlanabilmesi i¢in daha fazla epidemiyolojik calismaya ihtiya¢ vardir.

Bu yararli etkilere ragmen, borik asit ve sodyum boratlar CLP ( Siniflandirma,
Etiketleme ve Paketleme) yonetmeliginde iireme iizerine toksik etkili olarak
smiflandirilmislardir. Bu smiflandirma hayvanlardaki deneysel ¢alisma sonuglarini
temel almaktadir. Siganlarda gézlenen kritik toksik etki fetiiste kilo kayb1 seklindedir
ve NOAEL degeri 9.6 mg/kg/giindiir. Bu tezin amacit V79 hiicrelerinde oksidatif
DNA hasarina kars1 borik asitin koruyucu etkisini aragtirmaktir. Bu tez ¢alismasinda
test edilmis olan borik asit konsantrasyonlar: epidemiyolojik c¢aligmalarda tespit
edilen konsantrasyonlar temel alinarak se¢ilmistir. Bu nedenle bu tezde test edilen
borik asit konsantrasyonlari insanlarin giinliik yasamda maruz kalabilecekleri

seviyeleri yansitmaktadir.

Sonugta, borik asitle 6n-maruziyet uygulanmis V79 hiicrelerinde H,O,’nin
olusturdugu oksidatif DNA hasar1 anlamli bir sekilde azalmistir. Dolayisiyla borik
asitin V79 hiicrelerinde oksidatif DNA hasarina kars1 koruyucu etkisi 5, 10, 50, 100

ve 200 uM konsantrasyonlarinda kanitlanmigtir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, bor, borik asit, komet testi, oksidatif DNA

hasari.
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SUMMARY

Investigation of Antioxidant Activities of Boric Acid in Cell Culture

Boron is an important mineral for health, science and agriculture which is proved
being essential for plant and thought for human as well. Nevertheless, more

epidemiological research needs to be done to demonstrate this prediction.

In spite of its beneficial effects, boric acid and sodium borates are classified as
toxic to reproduction under the CLP (Classification, Labeling and Packaging)
regulation. This classification is mainly based on the results of experimental studies
in animals. The critical toxic effect observed in rats was decreased fetal body weight
with the NOAEL of 9.6 mg/kg/day. The aim of this thesis was to investigate the
protective effect of boric acid against oxidative DNA damage in V79 cells. The
concentrations of boric acid tested for its protective effects were selected by taken
into consideration of the available epidemiological study results. Therefore the
concentrations of boric acid tested in this thesis represent the exposure levels of

humans in daily life.

Consequently, pre-incubation of V79 cells with boric acid has significantly
reduced the H,O, induced oxidative DNA damage in V79 cells. Thereby, the
protective effect of boric acid against oxidative DNA damage in V79 cells at 5, 10,

50, 100 and 200 uM concentrations has been proved in this thesis.

Key words: Antioxidant activity, boric acid, boron, comet assay, oxidative DNA

damage.
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