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Bu ¢alismada, farkli bor bilesiklerinin (borik asit = H;BO;, boraks = Na,B,07-10H,0, kolemanit
= CaBs0;;'5H,0 ve iileksit = NaCaBs;Oy-8H,0) insan periferik kani iizerindeki genetik ve
biyokimyasal etkilerinin in vitro sartlarda saptanmasi amaglanmistir. Arastirmamiz bor
bilesiklerinin periferik kan tizerindeki in vitro etkileri konusunda ilk deneysel c¢aligmadir.
Cevresel ajanlarin belirgin yan etkili girislerinin kandan diger dokular i¢ine dogru oldugu goz
oniine alindiginda kan dokusunu incelemek, hedef dokular {izerindeki riski degerlendirmek
acisindan bilhassa 6nem tagimaktadir. Bu ¢aligmada, periferal kan kiiltiirleri bor bilesiklerinin
farkli dozlarma (5, 10, 15, 20, 40, 50, 80, 100, 150, 200, 300, 400 ve 500 mg/L) in vitro
sartlarda maruz birakilmistir. Genetik ve biyokimyasal arastirmalarda kullanilan tiim heparinize
kan &rnekleri daha 6nce herhangi bir toksik ajana maruz kalmamis, yaslari 24-30 arasinda,
sigara ve alkol kullanmayan 10 saglikli bireyden alindi. DNA ve kromozom hasarlarini tespit
etmek icin Kardes-Kromatid Degisimi (KKD), Mikrogekirdek (MC) ve Kromozom
Aberasyonlar1 (KA) testleri uygulanmig, Oksidatif stresi belirlemek amaciyla da biyokimyasal
parametreler [Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px),
Glutatyon-S-Transferaz (GST), Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz (G-6-PDH), Total Glutatyon
(TGSH), Malondialdehit (MDA) ve Total Antioksidan Kapasitesi (TAC)] incelenmistir.

Bu ¢alismanin sonuglarina gore, in vitro insan kan kiiltiirlerinde farkli bor bilesiklerinin diigiik
dozlarda antioksidan enzim aktivitelerini tesvik etmek suretiyle faydali olduklar1 tespit
edilmistir. Diger test bilesiklerine kiyasla tileksitin en faydali, kolemanitin de daha az faydali
oldugu gozlenmistir. Benzer etkiler gosteren borik asit ve boraksin faydalilik diizeyleri ise
kolemanitten fazla olmustur. Yine bu calisma ile bor bilesiklerinin artan dozlarda oksidatif stres
olusturmalarina ragmen en yiiksek konsantrasyonlarda dahi genotoksik etkilerinin bulunmadigi
saptanmigtir. Nitekim, genetik hasarlarin duyarli ve giivenilir gostergeleri olarak kabul edilen
KKD, MC ve KA testleri genotoksik etkileri olmadigini gostermistir. Bulgulara dayanilarak,
caligilan bor bilesiklerinin giivenli bir sekilde kullanilabilecegi ancak oksidatif strese bagl
olarak gelismesi muhtemel olan hiicre hasarlarinin da dikkate alinmasinin gerektigi kanaatine
varilmisgtir.

2007, 192 sayfa

Anahtar kelimeler: Bor bilesikleri, Genotoksisite, Periferik kan kiiltiiri, /n vitro, Oksidatif
stres.



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

THE GENETIC AND BIOCHEMICAL EFFECTS OF SOME BORON COMPOUNDS
ON PERIPHERAL HUMAN BLOOD IN VITRO

Hasan TURKEZ

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisior: Assoc. Prof. Dr. Fatime GEYIKOGLU

In this study, it is aimed to determine genetic and biochemical effects of various boron
compounds (boric acid = H;BOs, borax = Na,B407-10H,0, colemanite = Ca,B0,;-5H,O and
ulexite = NaCaBs0y-8H,0) on human peripheric blood in vitro. Our study is the first in vitro
experimental study on the effects of boron compounds on peripheric blood. Considering that the
distinct external entrances with adverse effects of environmental agents are from blood into the
other tissues, to examine blood tissue is especially important in terms of evaluating the risk on
target tissues. In this study, peripheral blood cultures were exposed to various doses (5, 10, 15,
20, 40, 50, 80, 100, 150, 200, 300, 400 and 500 mg/L) of boron compounds in in vitro
conditions. All the heparinized blood samples were taken from 10 healthy people between 24-
30 who were not exposed to any toxic agents and did not smoke or drink. Sister-Chromatid
Exchange (SCE), Micronucleus (MN) and Chromosomal Aberrations (CA) tests were applied to
find out DNA and chromosome damages and biochemical parameters [Superoxide Dismutase
(SOD), Catalase (CAT), Glutathione Peroxidase (GSH-Px), Glutathione-S-Transferase (GST),
Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (G-6-PDH), Total Glutathion (TGSH), Malondialdehyde
(MDA) and Total Antioxidant Capacity (TAC)] were examined to determine oxidative stress.

According to the results of this research, it was determined that various boron compounds of
low doses were useful by supporting antioxidant enzyme activities in in vitro human blood
cultures. Compared to the other test compounds, it was observed that ulexite was the most
useful and colemanite was less useful. The levels of usefulness of boric acid and borax that
showed similar effects are more than colemanite. Again in this study, it was found out that the
boron compounds do not have genotoxic effects even in the highest concentrations though they
constitute oxidative stress in increasing doses. As a matter of fact, SCE, MN and CA tests,
which were regarded as sensitive and reliable indicators of genetic damages, yielded negative
results. Based on the findings, it was concluded that the studied boron compounds can be used
safely, but it is necessary to consider the tissue damages which are likely to appear depending
on the oxidative stress.

2007, 192 pages
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1. GIRIS

1.1. Bor

1.1.1. Bor nedir?

Bor, periyodik tabloda B simgesiyle gosterilen, metalle ametal arasi yari iletken
Ozelliklere sahip bir kimyasal elementtir. Periyodik cetvelin 3A grubunun ilk ve en hafif
tiyesidir. Bor dogada serbest olarak degil, baska elementlerle bilesikler halinde bulunur.
Tabiatta yaklasik 230 c¢esit bor minerali bulunmakta olup teknolojik gelismelerle
birlikte yeni bilesiklerin de kesfedilmesi beklenmektedir. Bor mineralleri bilegsimlerinde
bulunan kalsiyum, sodyum, magnezyum gibi metallerin oranlarina, igerdikleri
su miktarma ve kristal yapilarma gore degisik isimler alirlar (Aklan
1985; Sinirkaya 1999; Cinki1 2001; Yilmaz 2002). Bor elementinin fiziksel ve kimyasal

ozellikleri Cizelge 1.1°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Bor Elementinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Ozellik

Atom numarasi 5

Atom Agirhgi 10.811 = 0.005 g/mol
Atom c¢api 1.78 A°
Yogunlugu 2.84 gr/cm’
Ergime noktasi 2300°C
Kaynama noktasi 3660°C
Buharlasma 1sis1 128 kcal/g atom
Elektronegatifligi 2.0

Oksidasyon sayisi 3

Iyonlasma enerjisi 191 kcal/g atom
Sertligi 9.3 Mohs




1.1.2. Borun Tarihcesi

Bor isim olarak, Arapc¢a ve Fars¢a‘da buraq, baurach ve burah kelimelerinden kdken
almaktadir. Bor bilesikleri ¢cok eski zamanlardan beri bilinmekte ve kullanilmaktadir
(Calik 2002). Tarihte ilk olarak 4000 yil Oncesinde Babiller’in uzak dogudan ithal
ettikleri bor bilesigini (boraks) altin ergitilmesinde kullandiklar1 bilinmektedir. Misir ve
Mezopotamya uygarliklar1 ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve mumyalamada bordan
yararlanmislardir. Bor, M.O 800 yillarinda Cinliler tarafindan porselen cilasi olarak
kullanilmigtir. Eski Yunanlilarin ve Romalilarin borlu bilesikleri temizlik maddesi
olarak kullandiklar1 belirtilmistir. Arap doktorlar tarafindan M.S. 875 yilinda bor ilk kez

ila¢ olarak kullanilmustir.

Bor bilesikleri asirlardir bilindigi halde bor ayr1 bir element olarak ilk kez 1808 yilinda
Fransiz kimyager Joseph Gay-Lussac ve Baron Louis Thenard tarafindan kesfedilmistir.
Bagimsiz olarak, Ingiliz kimyager Sir Humphry Davy tarafindan aym zamanda
kesfedildigi de belirtilmektedir. Modern bor endiistrisi 13. yiizyilda Marco Polo’nun
boru Tibet’ten Avrupa’ya getirmesiyle baglamistir. 1772 yilinda Italya’da, 1836 yilinda
ise Sili ve Arjantin’de bor bilesikleri bulunmus bu yataklar gectigimiz yiizyilin
sonlarina kadar diinyada bor elde edilen en biiyiik kaynaklar haline gelmistir. Ayrica
1864 yilinda Amerikanin Kaliforniya ve Navada eyaletlerindeki bor yataklari
kesfedilmistir. (Ozsoy 1991; Demirhan 1993; Bozkir 1995; Smirkaya 1999; Olcen
2001; Ediz ve Ozday 2001; Baykal 2003).

Ulkemizde bor’un kullanim: Romalilar dénemine kadar uzanir. Bor madenlerinin
isletilmesi Osmanli devletinin son yillar1 ile cumhuriyetin ilk yillarinda yabanci firmalar
tarafindan yapilmistir. MTA ve Etibank gibi kamu kuruluslarina 1935 yilinda arama
ruhsati verilmistir. Turk Boraks ad1 altinda faaliyet gosteren Ingiliz Boraks Consolited
Ltd. Sti’nin imtiyazlarinin 1968°de Etibank’a devrettirilmesi sonucu maden isletmeciligi

tamamen Tiirk firmalara gegmistir (Demirhan 1993; Sinirkaya 1999).



1.1.3. Bor Bilesikleri

Cesitli metal veya ametal elementlerle yaptig1 bilesiklerin gosterdigi degisik 6zellikler,
endiistride pek cok cesit bor bilesiginin kullanilmasina olanak saglamaktadir. Bor
tiriinleri pek ¢ok endiistri alaninin alternatifi olmayan hammaddesidir. Ustiin 6zellikleri
sebebiyle diinyada en ¢ok kullanilan elementlerden olmakla birlikte elementer olarak
kullanimi1 oldukg¢a smirlidir. Oksijenle bag yapmaya yatkin olmasi sebebiyle ¢ok sayida
degisik bor-oksijen bilesimi bulunmaktadir. Bu tiir bilesikler borat olarak
adlandirilmaktadir (Yilmaz 2002). Endiistriyel acidan 6nemli bor bilesikleri arasinda
boraks (tinkal, sodyum kokenli bor bilesikleri), kolemanit (kalsiyum kokenli bor
bilesikleri), tileksit (sodyum-kalsiyum koékenli bor bilesikleri) ana gruplamasi altinda
kernit, szaybelit, datolit vb. sayilabilmektedir. Bor madenlerinin degeri genellikle
icerigindeki B,0s ile Ol¢lilmekte ve yiiksek oranda B,O; bilesigine sahip olanlar daha
degerli olarak kabul edilmektedirler (Yapict 1987; DPT 1999; Cinki 2001).

Bor minerallerinin iglenmesi sonucu borik asit ve boraks ana maddeleri elde edilir. Bu
ana maddelerden c¢ikilarak organik ve inorganik yiizlerce bor bilesigi elde edilmistir
(Taneri 1985; Yapict 1987). Kullanim alanlarinda tiiketiminin hizla artmasi ve borun
kullanim alanlarinin giinden giine artmasi boru daha da 6nemli hale getirmektedir
(Yapict 1987). Borlu firiinlerin tiretiminde kullanilan ve ticari degeri olan baslica bor
bilesikleri, B,Os igerikleri ve kimyasal formiilleri Cizelge 1.2°de belirtilmistir (U.S.G.S.
2004).



Cizelge 1.2. Ticari 6nemi olan bor bilesikleri, B,Os yiizdeleri ve kimyasal formiilleri

Mineral Kimyasal Formiili % B,03
Sassolit (Dogal borik asit) H;BO; 56,3
Kolemanit Ca,Bs0O11-5H,0 50,8
Uleksite (boronatrokalsit) NaCaBs;0q:8H,0O 43,0
Tinkal (Dogal borax) Na,B407-10H,O 36,5
Hidroborasit CaMgB¢O,,-6H,O 50,5
Kernit (razorit) Na,B407-4H,0 51,0
Preseit (pandermit) CaB0019-7H,0 49.8
Probertite (kramerit) NaCaB;0q-:5H,0O 49,6
Datolit CaBSiO,OH 249
Szaybelit MgBO,0OH 414
Borasit Mg;B,0,;Cl 62,2
Tinkalkonit (mohavit) Na,;B407-5H,0 47,8

'Parantezler yaygin olarak kullamlan adlarimi gostermektedir.

Yukaridaki bilesiklerden bagka ticari olarak heniiz genis kullanimi bulunmayan bor
bilesikleri ve kimyasal formiilleri ise Cizelge 1.3, 1.4, 1.5 ve 1.6’da gdsterilmistir

(D.P.T. 1995).

Cizelge 1.3. Ticari olarak heniiz genis kullanim1 bulunmayan bor bilesikleri ve kimyasal
formiilleri (kristal suyu iceren boratlar)

Kristal Suyu Iceren Boratlar

Bilesigin Ad1 Kimyasal Formiilii Bilesigin Ad1 | Kimyasal Formiilii
Sborgit NaB30g.5H>O Probertit NaCaB3509.5H,O
Eakwrit NaygB1(017.7H,0 Gowerit CaBgO1(.5H0
Nobleit CaBg0O1(.4H0O Inyoit CapBgO11. 13HO
Florovit CaB»04.4H»O Tercit CayB10019.2H,0
Meyerhofferit Ca2Bg0O11.7H0 Ginorit CapB14023.8H,0
Pinnoit MgB»04.3H0 Kaliborit HKMg»>B12021.9H,0
Kurnakavit MgyBgO11.15H,0 Inderit MgyBgO11.15H,0
Predorazhenskit Mg3B1018-4 1/2H,0 | inderborit CaMgBgO11.11H,0O
Larderellit (NH4)2B10016-4H20 | Ammonioborit | (NH4)3B1502(0.(0OH)8.4H,0
Veatgit SrBg01¢.2H20 p-Veatgit (Sr, Ca) B£O1(.2H20




Cizelge 1.4. Ticari olarak heniiz genis kullanim1 bulunmayan bor bilesikleri ve kimyasal
formiilleri [(bilesik boratlar (hidroksil ve/veya diger tuzlar ile)]

Bilesik Boratlar (Hidroksil ve/veya Diger Tuzlar ile)

Bilesigin Ad1 Kimyasal Formiilii | Bilesigin Ad1 | Kimyasal Formiilii
Teepleit NajB. (OH) 4Cl Hilgardit CapBOg.(OH) 4Cl
Bandilit CuB. (OH) 4Cl Borasit Mg3B~7013Cl
Fluoborit Mg3(BO3) Hambergit Bep(OH, F) BO3
Suseksit MnBO3H Roveit CapMny>+((OH)4
(B4O7(OH)7)
Seamanit Mn3»+(OH) Viserit MnyB»0O5 (OH, CI) 4
(B (OH)4 (POy)
Liineburgit Mg3 Sulfoborit Mg3S04B>0y4
(PO4)2B>03.8HO (OH)».4H,O
Kahnit CapBAs

Cizelge 1.5. Ticari olarak heniiz genis kullanim1 bulunmayan bor bilesikleri ve kimyasal
formiilleri (susuz boratlar ve borofluoritler)

Susuz boratlar ve Borofluoritler

Bilesigin Ad1 Kimyasal Formiilii Bilesigin Ad1 Kimyasal Formiilii
Jenemejevit AlgBO75.(OH)3 Nordenskiéldine CaSnB,0g¢
Kotoit Mg3B,0g Varvikit (Mg, Fe) 3TiB,Og
Rodozoit CsB7BegAl40rg Ludvigit (Mg, Fey+) oFer+BOg
Paygeit (Fep+, Mg) oFe3+BO5 Pinakiolit Mgz Mny+Mny3+B201
Hulsit (Fey+Mgy+, Fes+, Snyt)

380307

Borofluoritler

Bilesigin Ad1 Kimyasal Formiilii Bilesigin Adi Kimyasal Formiilii
Avagadrit (K, Cs) BF4 Ferruksit NaBFy4




Cizelge 1.6. Ticari olarak heniiz genis kullanim1 bulunmayan bor bilesikleri ve kimyasal
formiilleri (borosilikat mineralleri)

Borosilikat Mineralleri

Bilesigin Ad1 Kimyasal Formiilii | Bilesigin Ad1 | Kimyasal Formiilii

Akzinit grubu (Ca, Mn, Fe, Mg) | Bakerit CaygBy4(BOy) (SiOy4)3 (OH)
3AlpBSi4O1 5 (OH) 3H20

Kapelenit (Ba,Ca,Ce,Na);3 (V, | Karyoserit Melanoseritin toryumca
Ce,La)(BO3)6Si309 zengin tiirlidiir.

Danburit CaB,Sin0Og Dumortiyerit Al 703 (BO3) (SiOy) 3

Grandidiyerit (Mg, Fe) Al3 BSiOg Homilit (Ca, Fe) 3B»Si»01

Hovlit CayB5SiOg (OH)4 Hyalotekit (Pb,Ca,Ba)y BSigO17

(OH,F)

Kornerupin Mg3Alg (Sr, Al, B) | Serendibit Cay(Mg, Fe,Al)g (Al, Fe)g
5021 (OH) (Si,Al)g 304

Melanoserit Ce4CaBSiO1, (OH) Safirin Mg3, 5AlgSi, 50,

Searlesit NaBSi»O6H,O Manondonit LiAlg4 (AlIBSi»O1 ) (OH)g

Tritom (Ce, La, YThs | Idokreyz CajgMgpAly (Sig)s
(Si, B)3 (O, OH, F);3 | (Veziivyanit) | (Si,0-), (OH) 4

1.1.4. Bor Bilesiklerinin Kullanim Alanlari

Bor, icinde yasadigimiz bilim ve uzay ¢aginda, niikleer sanayiden ila¢ sanayine, giibre

sanayinden otomobil sanayine kadar 400 den fazla alanda kullanilmakta olup, kullanim

alanlar1 da her gecen giin artmaktadir (Cizelge 1.7). Mevcut kullanim alanlar1 g6z 6niine

alindiginda bor diinyanin en stratejik madeni konumundadir. Tiirkiye disindaki bor

rezervlerinin dmrii son 50 yillik iken, bor rezervlerinin %72’sine sahip olan iilkemiz

tiim diinyanin 450-500 yillik ihtiyacini karsilayabilecek durumdadir (Calik 2002).




Bor iirtinlerinin baglica kullanim alanlar1 asagidaki gibi siralanabilir: (Yapici 1987;
D.P.T. 1995 ve 1999; Murray 1996; Garrett 1998; Kocatiirk 1998; Aynur 2001; Yilmaz
2002; Serpek 2003; Baykal 2003; Jensen 2006).

Cam sanayi: Bor, pencere cami, sise cami v.b. iiretiminde nadiren kullanilmaktadir.
Ozel camlarin iiretiminde borik asit ve kolemanit siklikla kullanilmaktadir. Ergimis
haldeki bor cam ara mamulune katildiginda onun ylizey sertligini ve dayanikliligini

yiikseltmektedir. Bor, camui asite ve ¢izilmeye kars1 korumaktadir.

Seramik sanayi: Emayelerin vizkozitesini ve doygunlagma 1sisin1 azaltan borik asit %
20’ye kadar kullanilabilmektedir. Seramigi ¢izilmeye kars1 koruyan bor %3-24

miktarinda kolemanit halinde sirlara katilir.

Kimya sanayi: Kimyasal indirgeme isleminde, elektrolit islemler, banyo cozeltileri,
katalistler, petrol boyalari, yanmayan ve erimeyen boyalar ile tekstil boyalarinin
yapiminda, sogutucu kimyasallarin yapiminda, korozyon onleyici olarak, pasta ve

cilalarin yapiminda ve kire¢ Onleyici olarak bor kullanilmaktadir.

Niikleer sanayi: Reaktor aksamlari, nétron emiciler, reaktor kontrol ¢ubuklar ve atik
depolayict  bolimlerin  yapiminda bordan faydalanilmaktadir. Ayrica, atom
reaktorlerinin  kontrol sistemleri ve reaktoriin alarm ile kapatilmasinda bor

kullanilmaktadir.

Temizleme ve beyazlatma sanayi: Sabun ve deterjanlara (yumusatict ve mikrop
oldiirticii etkisi nedeni ile) %10 boraks ve beyazlatic1 etkisini artirmak icin de toz

deterjanlara %10-20 oraninda sodyum perborat ilave edilmektedir.

Tarim sektorii: Bor mineralleri bitki ortiisiiniin gelismesini artirmak veya onlemek
amaciyla kullanilmaktadir. Bor eksikligi goriilen bitkiler arasinda yumru koklii bitkiler

(0zellikle seker pancari), meyve agaglari, {iziim, zeytin, pamuk ve tiitiin sayilmaktadir.



Bu gibi durumlarda susuz boraks ve boraks pentahidrat karisimi gilibre olarak
kullanilmaktadir. Otlarin temizlenmesi yada topragin sterillestirilmesi gereken
durumlarda sodyum klorat ve bromosol gibi bilesiklerle birlikte borda kullanilmaktadir.
Ayrica, bazi bor bilesiklerinin pestisid, insektisid ve fungusid olarak kullanildigi da

bilinmektedir.

Yanmay1 onleyici (geciktirici) maddeler: Borik asit ve boratlar seliilozik maddelere,
atese karst dayaniklilik ozelligi saglamaktadirlar. Tutusma sicakligina gelmeden
seltilozdaki su molekiillerini uzaklastirirlar ve olusan komiiriin yiizeyini kaplayarak
daha ileri bir yanmay1 engellemektedirler. Bor bilesikleri plastiklerde yanmay1 6nleyici
olarak giderek artan oranlarda kullanilmaktadir. Bu amacla kullanilan bilesiklerin

basinda ¢inko borat, baryum metaborat, borfosfatlar ve amonyum fluoborat gelmektedir.

Metalurji alaminda: Boratlar metal sanayinde koruyucu bir cliruf olusturucu ve
ergitmeyi hizlandirici madde olarak kullanilmaktadir. Alasimlarda, 6zellikle g¢eligin
sertligini artiric1 olarak kullanilmaktadir. Ayrica, lehim ve dokiim malzemesinde katki
maddesi olarak ta kullanilmaktadir. Bazi bor bilesikleri yiiksek sertlik derecesine
sahiptirler (Mohs skalasina gore sertlik derecesi 9 — elmasinki 10). Bu sebeple siiper

alasimlar1 kesme, bileme ve cilalamada kullanilir.

Siiper iletkenler olarak bor: 2001 yili subat ayinda magnezyum diboridin gelecegin
stiper iletkeni olabilecegi kesfedilmistir. Siiper iletkenlik, sicakligin belli bir noktanin
altina distiriilmesiyle her tiirlii elektriksel direncin kaybolmasit durumudur. Siiper
iletkenler, c¢ok yiiksek akim yogunluklarini higbir enerji kaybina neden olmadan
tagiyabildikleri i¢in santrallerden sehre verimli enerji iletimi, biiylik miktarlarda
enerjinin manyetik alan depolanmasi veya mikro elektronikte istenmeyen isilarin

engellenmesi gibi pek ¢ok uygulama alanina sahiptir.

fletisim alaminda: fletkenlik ve koruyucu 6zelliginden dolay: cep telefonlari, modemler

ve televizyonlarin iiretiminde bor kullanilmaktadir.



Elektronik ve bilgisayar alaminda: Diz iistii bilgisayarlar, avug i¢i bilgisayarlar1 ve
diger mobil iletisim araclarinda kullanilan akim levhalarinin  vazgecilmez

hammaddelerinden biri bordur.

Enerji Sektoriinde: Giines enerjisi depolamada ve giines pilleri koruyucusu olarak da

bor kullanilmaktadir.

Uzay ve havacilik sanayi: Uydularin, ugaklarm, helikopterlerin ve balonlarin
yapiminda bor’dan faydalanilmaktadir. Ayrica, jet motorlariin yapiminda ve roket

yakiti olarak yine bor kullanilmaktadir.

Tla¢ sanayi: Mikrop 6ldiiriicii 6zelliginden dolay1 dezenfektan, dis macunu, goz yikama
solusyonlar1, agiz gargaralari, irrigan solusyonlar, antiseptiklerin ve antiepileptik

ilaclarin yapiminda bor tercih edilmektedir.

Kozmetik sanayi: Kolonya, sampuan, bebek pudrasi ve parfiim imalatinda bor

kullanilmaktadir.

Tip alaminda: Borla ndtron yakalama terapisi (Boron Neutron Capture Therapy:
BNCT) olarak bilinen kanser tedavisinde bor kullanilmaktadir. Ozellikle beyin
kanserinin tedavisinde hasta hiicrelerin segilerek imha edilmesini miimkiin kilmast ve
sagliklr hiicrelere zararinin minimum diizeyde olmasi sebebiyle tercih sebebidir. Bunun
yani sira, osteoporoz ve menopoz tedavisinde, alerjik hastaliklarda, psikyatride ve

manyetik rezonans (MR) cihazlarinda da bor kullanilmaktadir.

Besin olarak: Bor, bitki gelisimi i¢in 6nemli 16 temel bitki besininden biridir. Bor
bitkilerde fotosentez miktarini, koklerin biiyiimesini ve havadan emilen CO, miktarini
artirmaktadir. Bor eksikligi hiicre duvarini inceltici etki yapmaktadir. Fakat, bor’un ¢ok

yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi toksik etkilere de yol acabilmektedir.



Otomobil sanayi: Hava yastiklarinda, hidroliklerde, plastik aksamlarda, yaglarda bor

kullanilmakta olup 1s1 ve ses yalitimi da yine bor sayesinde saglanmaktadir.

Insaat sektorii: Bor, mukavemet artirici ve izolasyon amagl olarak bu sektorde

kullanilmaktadir.

Silah sanayi: Piyade tiifegi, tabanca, top, tank ve zirhl1 yapiminda bor kullaniimaktadir.

Diger kullanim alanlari: Bor, yukarida belirtilen alanlarin haricinde fotografcilik ve
gorilis sistemleri alaninda (kamera, mercek ve diirbiin imalatinda), kagit sanayinde
(beyazlatici olarak), spor malzemelerinin yapiminda (kayak aksamlarinda, tenis
raketlerinde, oltalarda, darbe koruyucularda v.b.), ahsap malzeme koruyucusu ve boya,
vernik kurutucusu olarak da kullanilmaktadir. Borun 6niimiizdeki yillarda kullanilacagi

bir alan da ¢imento sanayidir.

Ulkemizin yillik bor cevheri ve rafine bor bilesikleri iiretimi, tiikketiminin {izerinde olup,
toplam bor iiretiminin %15-20’si, rafine bor bilesiklerinin %20-40’1 yurt icinde
tiiketilmektedir. Ancak, bu tiiketim ¢ok diisiik seviyede olup, diinya tiiketiminin %1-2’si
kadardir. Tiirkiye’de bor tiikketiminin ve kullanim alanlarimin daha da yayginlagsmasi
mevcut nihai iiriin sanayimize ve bu sanayilerin {iretim kapasitelerinin gelisme hizina
bagli oldugu bir gercektir. Amerika diinyanin en biiyiik bor pazari olup iilkede biiyiik ve
cok c¢esitli bor drilinleri sanayileri mevcuttur. Avrupa’da en biiyiikk bor tiiketicisi
konumunda olan iilkeler sirasiyla Almanya, Fransa, Ingiltere, Belcika, italya ve
Hollanda’dir. Tirkiye’nin bor/rafine bor {iriinleri ihracati yaptigi baslica iilkeler,
Avusturya, Belgika, Cin, Finlandiya, Fransa, Almanya, Hindistan, italya, Japonya,
Rusya, Ispanya, Hollanda, Ingiltere ve A.B.D’dir. Ulkemizde ve A.B.D’de bor
cevherlerinin kullanim alanlarina gore dagilimlar1 sirasiyla Cizelge 1.8 ve 1.9’da

gosterilmistir (D.P.T. 1995 ve 1999; U.S.G.S. 2004).
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Cizelge 1.8. Tiirkiye’de bor cevherlerinin kullanim alanlarina gére dagilimi

O Seramik B Cam sanayi M Kimya sanayi
B Metalurji O Rafine Bor Imalat1

Cizelge 1.9. A.B.D’de bor cevherlerinin kullanim alanlarina gére dagilimi

B Tarim B Borosilikat camlar

[ Kaplama-Sirlama Atese dayanikli tecrit malzemesi
O izolasyon-Cam elyafi imalati O Sabun ve Deterjanlar

H Bilinmeyen £ Tekstil

B Diger (Metalurji, Niikleer uygulamalar v.b.
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1.1.5. Diinyada ve Ulkemizde Bor

Diinya bor mineralleri rezervleri hakkinda kesin bir rakam verebilmek gii¢ olmakla
birlikte, diinya rezervinin 1 milyar ton oldugu tahmin edilmektedir. Bilinen rezervlerin
yaklagik % 80’lik bir boliimii Tiirkiye ve A.B.D.’de bulunmaktadir (DPT 1995). U.S
Geological Survey (USGS) tarafindan hazirlanan 2001 yili endiistriyel madenler
raporuna gore lilkemiz % 72.2’lik bir oranla toplam rezervler siralamasinda 1. sirada yer
almaktadir. Ulkemizi sirasiyla Rusya, A. B. D, Sili ve Cin izlemektedir (USGS 2001).

Diinya bor rezervlerinin iilkelere gore dagilimlar1 Cizelge 1.10°da verilmistir.

Cizelge 1.10. Diinya bor rezervleri (bin ton B,O3 bazinda)

Ulke G.ER* M.M.R** T.R*** T.R (%)****
Tiirkiye 227.000 624.000 851.000 72,20
A.B.D. 40.000 40.000 80.000 6,80
Rusya 40.000 60.000 100.000 8,50
Cin 27.000 9.000 36.000 3,10
Arjantin 2.000 7.000 9.000 0,80
Bolivya 4.000 15.000 19.000 1,60
Sili 8.000 33.000 41.000 3,50
Peru 4.000 18.000 22.000 1,90
Kazakistan 14.000 1.000 15.000 1,30
Sirbistan 3.000 0 3.000 0,30
TOPLAM 369.000 807.000 1.176.000 100,00

* Gorlnilir Ekonomik Rezerv, ** Muhtemel Miimkiin Rezerv, *** Toplam Rezerv,
*#%% Toplam Rezervdeki Pay (%)

Tirkiye’de bilinen bor yataklar1 Zonguldak-Mersin hattinin batisinda kalan bolgelerde
bulunmaktadir. Etibank’in son yillarda yaptigi caligsmalarla iilkemizin bor rezervleri
yaklasik 780 milyon tona, goriiniir ve muhtemel miimkiin rezervlerinin toplami ise
2.443.142.000 tona ulasmistir. Tiirkiye’de en fazla iiretilen bor cevherleri kolemanit,
iileksit ve tinkal’dir (Boncukcuoglu 1993, DPT 1995). Ulkemizde bor tuzu rezervi ve bu

rezervlerin B,Oj; bazinda havzalara gore dagilimlar1 Cizelge 1.11°de verilmistir.

13



Cizelge 1.11. Tirkiye bor tuzu rezervi ve havzalara goére dagilimi (bin ton B,0Os
bazinda)

Yer Rezerv Toplam Rezervde
% Oram

Kiitahya (Emet) 886.743 38.64

Balikesir (Bigadi¢)  1.029.722 44.86

Bursa (Kestelek) 8.142 0.36

Eskisehir (Kirka) 518.535 16.14

TOPLAM 2.443.142 100.00

1.1.6. Tiirkiye’de en fazla iiretilen bor cevherleri: Kolemanit, Uleksit ve Tinkal

Kolemanit (CapBg011.5H20, CAS No. 1318-33-8): Bor bilesikleri iginde en yaygin
olamdir (Sekil 1.1a). Ulkemizde Emet, Bigadi¢ ve Kestelek yataklarinda, diinyada ise
A.B.D.’de bulunmaktadir. Kimyasal bilesimi; % 27.28 CaO , % 50.81 B,0s;, % 21.91
H,O seklindedir. Suda yavas ¢oziiniirken HCI asitte hizli ¢oziiniir. Ozgiil agirhg 2.42
gr/em’, sertligi ise 4.5 Mohs’tur (Boncukcuoglu 1993; D.P.T. 1995; Aynur 2001;
Baykal 2003).

Uleksit (NaCaB509.8H20, CAS No. 1319-33-1): Genelde kolemanit, hidroborasit ve
probertit ile birlikte olusmustur (Sekil 1.1b). Ulkemizde Kirka, Bigadi¢ ve Emet
yataklarinda, diinyada ise Arjantin’de bulunur. Kimyasal bilesimi; % 7,65 Na,O, %
18,85 CaO ,% 42.95 B,0s3, % 35.55 H,0 seklindedir. Ozgiil agirhigr 1.955 gr / cm’,
sertligi ise 2.5 Mohs’tur (Boncukcuoglu 1993; D.P.T. 1995; Baykal 2003).

Tinkal (Boraks) (NapB407.10H20O, CAS No. 1303-96-4): Dogada genellikle renksiz

ve saydam olarak bulunmaktadir (Sekil 1.1¢). Tiirkiye’de Eskisehir-Kirka yataklarinda
iiretilmektedir. B,Os igerigi % 36.5°dir. Ozgiil agirhgi 1.715 gr / cm’, sertligi ise 2-2.5
Mohs’tur (Boncukcuoglu 1993; D.P.T. 1995; Aynur 2001; Baykal 2003).

14



Borik Asit (H;BO3;, CAS No. 10043-35-3): Cok zayif bir asittir (pKa=9.15). Gergekte
lic ¢esit borik asit olmasina karsin (ortoborik asit: H;BOj3;, metaborik asit: HBO; ve
tetraborik asit H,B4O~) borik asit ad1 ticari degere sahip tek borik asit olan ortoborik asit
icin kullanilir. Borik asit 100°C’nin iistiinde metaborik aside, 160°C’nin {istiinde ise
metaborik asitten tetraborik aside déniisiir. Ozgiil agirhg 1.435 gr / cm’’tiir. Suda
¢oziinebilir. Coziiniirliigli sicaklikla artmaktadir (Yapici 1987; D.P.T. 1995; Aynur
2001; Baykal 2003). Asagidaki sekillerde iilkemizde en fazla iiretilen bor cevherlerinin
mineral gekilleri (Sekil 1.1) ve kristal yapilart (Sekil 1.2) gosterilmistir.

(b)

Sekil 1.1. Tiirkiye’de en fazla iiretilen bor cevherlerinden (a) Kolemanit, (b) Uleksit ve
(c) Tinkal’in mineral gekilleri (www.mta.gov.tr adresinden alinmigtir).

15



O _n O
B“‘\
o~ o o/H
B I!3 r-)é/
\ 0/ N 0N
pd y o
HO OH .
(a) (b)
o—é:"-}o H,0 H,0
/ AN
(c) HO—B_ 0 _B—OH
o—B=0 H,0 H,0
Na’ Na’ (lc,H H,0 H,0
H,O
HO HO oy 2
(+) \B_ —l 3 H,0
N % o  H0
ca” O, Bl s
Nl g fo) B\ H,O
(d) HO L, OH Hy0

Sekil 1.2. Arastirmada test bilesikleri olarak belirlenen bor bilesiklerinin Kkristal yapilari; a)
Borik asit, b) Kolemanit, c¢) Tinkal, d) Uleksit (Garrett 1998; Ib.chemie.uni-hamburg.de
modifiye edilerek alinmistir)

1.1.7. Bor’un Cevresel Dagilim

Bor kayalarin asinmasi, denizlerden borik asitin buharlagsmasi ve volkanik aktiviteler
sonucu ¢evreye girmektedir. Daha az miktarlarda olmak iizere antropojenik kaynaklar
yoluyla da ¢evreye bor girisi olmaktadir. Tarimsal faaliyetler, borun endiistriyel ve evsel
kullanimi, madencilik ve enerji iiretim faaliyetleri baslica antropojenik kaynaklardandir
(W.H.O. 1998). Yilda 1.3x10° kg ile 4.5x10° kg arasinda bor okyanuslardan atmosfere,
43x10° kg ile 1.3x10° kg arasinda bir miktarin ise topraklardan yer alti ve yiizey
sularina karistig1 tahmin edilmektedir. Bor minerallerinin dogadaki dagilimi Cizelge

1.12°de gosterilmistir (Demirhan 1993).
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Cizelge 1.12. Bor minerallerinin dogadaki dagilimi1

Bulundugu Yer % Agirhk
Yer kabugu 1.10”
Kayalar 1.10*
Topraklar 1.107
Deniz suyu 1,5.107
Denizsel kil 5.107

Tuz kaynaklar 3-20.107
Yanardag atik suyu 6-400.10
Petrol kaynagi 1-60.107
1.1.8. Bora Maruziyet

Bor karasal ve sucul bitkilerde bulunmakta olup besin zinciri yoluyla biyolojik birikimi
s0z konusu degildir. Pek ¢ok populasyon i¢in bor’a en biiylik maruziyet besinler yoluyla
olmaktadir. Insanlar tarafindan alman giinliik bor miktarlari ile beslenmelerinde yer alan
cesitli besin gruplarinin miktarlar1 arasinda dogru bir oranti mevcuttur (Naghii and
Samman 1996; E.G.V.M. 2002 and 2003). Meyveler, yesil zebzeler, mantarlar,
baklagiller ve kabuklu yemisler bor bakimindan zengin besinlerdendir. Balik, et ve siit
iiriinleri ise borca fakir besinler arasinda yer almaktadir (Hunt ez al. 1991; Anderson et
al. 1994; Meacham and Hunt 1998). Yaygin olarak tiiketilen baz1 besinlerin bor
icerikleri Cizelge 1.13’te gosterilmistir (Hunt et al. 1991; Anderson et al. 1994; W.H.O.
1998).
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Cizelge 1.13. Yaygin olarak tiiketilen baz1 besinlerin bor igerikleri

Bor Konsantrasyonu (ng/g)

Besin Tiirii Hunt et al. (1991) Anderson et al. (1994)
Meyveler

Elma 2.73 2.38
Muz 3.72
Kiraz 1.47 0.92
Seftali 1.87

Armut 1.22

Elma suyu 1.88 1.41
Uziim suyu 2.02 2.06
Portakal suyu 0.41 1.59
Kuru erik 27 21.5
Kuru {iziim 25 19
Sebzeler

Taze fasulye 0.46 1.56
Brokoli 1.85

Salatalik 0.015

Havug 0.75

Kuru yemisler

Findik 16

Fistik 18 13.8
Badem 23

Et ve Siit Uriinleri

Sigir eti <0.015 <0.05
Tavuk eti <0.015 0.09
Hindi eti <0.015

Peynir <0.015 0.19
Siit <0.015 0.23
Tahil tiriinleri

Ekmek 0.20 0.48
Misir 0.31 0.92
Un 0.28

Sehriye 0.37

Piring <0.015

Makarna <0.015

Diger

Ketcap 0.85 1.39
Yumurta <0.015 0.12
Bal 7.2 6.07
Seker <0.015 0.29

18



Sular, 6zellikle de maden sular1 borun alindig1 6nemli kaynaklar arasinda sayilabilirler.
Almanya’da i¢gme sular iizerinde yapilan bir arastirmada bu sularin ortalama 23.1 pg/L
konsantrasyonunda bor icerdigi tespit edilmistir (Becker et al. 1997). Benzer sekilde
diger bir ¢aligmada ise kaynak sularinin ortalama bor igeriklerinin 0.75 ile 4.35 mg/L
arasinda olabilecegi rapor edilmistir (Moore and an Expert Scientific Committee 1997).
E.G.V.M (UK Expert Group on Vitamins and Minerals 2003) tarafindan yiiriitiilen
arastirmada icme sulart (0.2-0.6 mg/gilin), besinler (2 mg/giin), kozmetik ve tiiketim
tiriinleri (0.47 mg/giin) yoluyla bir insanin maruz kaldigi1 bor miktarlar tesbit edilmistir.
Raporda giinliik aliman bor miktar1 maksimum 5.67 mg/giin olarak belirtilmistir.
Vejeteryan bireylerin ise potansiyel olarak daha fazla miktarlar1 alabilecekleri ifade

edilmistir.

Rainey vd (1999), Amerikan populasyonlari lizerinde yapmis olduklari aragtirmalarinda
erkek, bayan ve hamile bayanlar i¢in ortalama giinliik alinan bor miktarlarin1 sirasiyla
1.17, 0.96 ve 1.01 mg/giin olarak hesaplamislardir. Ayrica, vejeteryan erkeklerin
ortalama 1.47, vejeteryan bayanlarin ise 1.29 mg/giin oranlarinda bor aldiklarini ifade

etmislerdir.

W.H.O. (1998) verilerine gore insanlar hava yoluyla giinde ortalama 0.44 pg, igme
sulartyla 0.2-0.6 mg ve besinler yoluyla da 1.2 mg bor almaktadirlar. Kahve ve siit
diisiik miktarlarda bor icermektedir, ancak bunlarin siklikla tiiketimi giinliik alinan bor

miktarinin %12’sine kaynak teskil etmektedir (Rainey et al. 1999).

Yukaridaki bilgilerden de anlasilacagi iizere bora en biiylik maruziyet icme sular1 ve
besinler yoluyla olmaktadir. Bununla birlikte, borlu tiiketim iirlinlerinin (sabun,
deterjan, deri, hali, cilt ve sa¢ bakim iiriinleri, deodorantlar, banyo kremleri v.b.)
kullanilmast sonucu da bora maruz kalinmaktadir. U.S.F.D.A (U.S. Food and Drug
Administration, 1981) tiiketim triinlerindeki borik asit konsantrasyonunu % 5 olarak
sinirlandirmistir. Bu sinir goz ile ilgili tirtinlerde %3, agiz hijyeni tirlinlerinde ise %0.05

olarak belirlenmistir.
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Bor endiistrisinde calisan isciler iizerinde yapilan pek ¢ok arastirma mesleki olarak ta
bora maruz kalinabilecegini ortaya koymustur (Stokinger 1981; A.T.S.D.R. 1992;
Woski et al. 1994; Wegman et al. 1994; Whorton et al. 1994; Culver et al. 1994).
Mesleki maruziyette en fazla solunum yoluyla alinan tozlar etkili olmaktadir. Ayrica
cok etkili olmamakla birlikte hasar gormiis cilt bolgelerinden borun absorpsiyon

yapabilecegi belirtilmistir (A.T.S.D.R. 1992; Culver ef al. 1994).

1.1.9. Insanlarda ve Laboratuvar Hayvanlarinda Bor’un Absorpsiyonu, Dagihm,

Metabolizmasi ve Eliminasyonu

1.1.9.a. Absorpsiyonu

Borun gastrointestinal bdlgeden genellikle borik asit olarak, hizli ve tamamina yakin
(>90) emildigi cesitli farmakokinetik caligmalarla ortaya konmustur (Jansen et al.
1984a). Job (1973), yapmis oldugu calismasinda goniillii bireylere 2 hafta boyunca
giinde 100 mg bor vermistir. igme sular ile birlikte verdigi borun % 94 oraninda bu
bolgeden emildigini rapor etmistir. Benzer sonuglar daha onceleri Kent ve Mc Cance
(1941) tarafindan da rapor edilmistir. Oral yolla alinan borun, ratlarda (Ku et al. 1991),
tavsanlarda (Draize and Kelley 1959), koyunlarda (Brown et al. 1989) ve sigirlarda
(Weeth et al. 1981) da gastrointestinal bolgeden hizla emildigi kaydedilmistir.

Culver (1994), insanlar iizerinde yapmis oldugu arastirmasinda, 3.3 -18 mg/m’ boraksa
maruz kalmis bireylerde, borun solunum yoluyla organizma igerisine alindigini ortaya
koymustur. Bu bireylerde yapilan analizler sonucu, bireylerin kan ve idrarlarindaki bor
miktarlarinin belirgin bir sekilde yiikseldigi tespit edilmistir. Stokinger ve Spiegl
(1953), fareler iizerinde yapmus olduklari deneylerinde, hayvanlari 72.8 mg/m’ bor
iceren ortamda 30 giin siiresince bora maruz birakmislardir. 30. giiniin sonunda farelerin
bobrek ve karacigerlerinde bor miktarlarinin belirgin bir sekilde yiikselmis olmasi,
borun solunum yoluyla da organizma igerisine alinabildigini gOstermistir. Benzer

sonuclar Wilding vd (1959), tarafindan 77 mg/m’ bor okside maruz birakilmis ratlar
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tizerinde yapilan ¢alismalardan da elde edilmistir. Cocuklar (Friis-Hansen et al. 1982),
yetiskin insanlar (Stuttgen et al. 1982), tavsanlar (Draize and Kelley 1959) ve ratlar
(Nielsen 1970) iizerinde yapilan pek cok arastirma ile borun deri (hasar gérmemis)
yoluyla emiliminin olmadig1 ortaya konmustur. Ancak, borik asitin yirtilmig veya hasar
gormiis deriden kolayca emildigi rapor edilmistir (Draize and Kelley 1959; Nielsen

1970).

1.1.9.b. Dagilimi

Besinler ve igme sulariyla bor aliminin normal bir sonucu olarak, insan dokularinda ve
viicut sivilarinda bor bulunmaktadir. Yumusak dokularda bulunan bor, kan diizeyine
yakin seviyededir. Bor kemiklerde birikim yapabilmektedir. Kas doku, kalp, akciger ve
barsak daha az miktarlarda bor igermektedir. (Naghii and Samman 1996, Kocatiirk
1998). Lee vd (1978), ile Treinen ve Chapin (1991) yapmis olduklar1 arastirmalarla
borun testislerde ve epididimisde birikim yapmadigini ortaya koymuslardir. Farkli
arastirma sonuglarina gore insanda dokularin normal bor konsantrasyonu asagidaki
Cizelgede gosterilmistir (Shuler et al. 1990; Havercroft and Ward 1991; Ward 1993;
W.H.O. 1998, modifiye edilerek alinmistir).

Cizelge 1.14. Insanda organ veya sivilari normal bor konsantrasyonu

Doku Bor konsantrasyonu
Beyin 0.87 pg/g"
Kalp 0.59 pg/g”
Bobrek 1.27 pg/g*
Karaciger 2.25ug/g"
Pankreas 0.51 ng/g’
Dalak 3.95 pg/g
Kemik 1.60 pg/g®
Sa¢ 1.05 pg/g’
Tirnak 15 ng/g®
Serebrospinal s1vi 1.15 ng/ml
Sinovyal s1vi 30 ng/ml
Tiikriik 4.4 ng/ml

* Kuru agirhk, ° Yas agirlik

21



Borun hayvansal dokularda dagilimini belirlemek amaciyla yapilmis ¢ok sayida calisma
olmasina ragmen insanlardaki dagilimi konusunda sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Ku
vd (1991), tarafindan F-344 ratlar1 {izerinde yapilan ¢alisma laboratuar hayvanlarindaki
bor dagilimmi ortaya koymak iizere yapilan en kapsamli caligmalardandir. Bu
arastirmada deney hayvanlarina yedi giin boyunca 9000 ppm (1575 ppm bor, yaklasik
68 mg bor/kg viicut agirligi) borik asit iceren diyet uygulanmistir. 7. giliniin sonunda
hayvanlara ait dokularda tespit edilmis olan bor seviyeleri Cizelge 1.15°de

gosterilmistir.

Cizelge 1.15. 9000 ppm borik asit igeren diyet uygulanan F-344 ratlarinda bor dagilimi
(ug bor/g doku) (Ku et al. 1991, modifiye edilerek alinmistir)

Doku Kontrol gruplarinda | 7. giin sonunda bor
bor seviyeleri seviyeleri

Plazma 1.94+0.17 16 +£0.71

Karaciger 0.66 +0.10 13.13 £0.54

Bobrek 1.55+0.03 19.80 £ 1.65

Kas 3.69 +0.54 1423 +0.19

Kemik 1.17+0.19 47.40+4.14

Yag 1.71+0.17 3.78+0.13

Barsak 3.08+0.17 14.90 £0.7

Beyin 0.76 £0.02 13.50 + 0.86

Testis 0.97£0.10 16.00+1.19

Epididimis 0.81 £0.15 16.81 £3.7

Degerler + Standart hata olarak verilmis olup her biri 3 hayvandan elde edilmistir.

Chapin vd (1997), ratlar {izerinde yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, deney hayvanlarina
12 hafta boyunca 200 ile 9000 ppm arasinda degisen oranlarda borik asit igeren diyet
uygulamislardir. Calismanin sonuglar1 kemik bor konsantrasyonunun doza bagli olarak
yiikseldigini ortaya koymustur. Ratlar tizerinde yapilan diger bir calismada ise,
hayvanlara 2, 12.5 ve 25 mg borik asit iceren i¢gme sulari alt1 hafta boyunca verilmistir.
Arastirma sonunda, deney hayvanlarinin kan bor seviyeleri ile yumusak dokularindaki
bor seviyelerinin birbirlerine yakin degerler aldigi goriilmiistiir (Naghii and Samman

1996; U.S.E.P.A. 2004).
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Diinya Saglik Orgiiti 1998 yilinda yaymladigi raporda (W.H.O. 1998) insanlar ve
ratlarda igme sulari, diyet yoluyla ve kaza eseri alinan borun kandaki seviyelerini
karsilagtirmistir. Kan ve doku oOrneklerindeki bor dagiliminin iki canli tiiri i¢in de
benzer olusu, bor kinetiginin insan ve ratlarda ayni olabilecegi diisiincesini
dogurmustur. Magour vd (1982), disi Wistar ratlar1 iizerinde yapmis olduklari
deneylerinde tek seferde intraperitonal olarak enjekte edilen sodyum borat (42 mg/kg
bor) bilesiginin kan ve diger dokulardaki dagilimlarin1 arastirmislardir. Enjeksiyonu
takip eden 30 dakika sonunda bobrek, karaciger, kalp ve kandaki bor miktarlarinin

yaklasik %30 oraninda yiikseldigini rapor etmislerdir.

Murray (1998), genel popiilasyonda kan bor diizeyinin 0.03 - 0.09 pg bor/ml arasinda
oldugunu rapor etmistir. O’sullivan ve Taylor (1983), kazara yiiksek dozda boraks (286-
429 mg/giin) alan ii¢ ¢ocugun kan dokularindaki bor seviyelerini tespit etmistir. Kan
doku {izerinde yapilan analizler, bu {i¢ bireyde kan bor seviyelerinin kontrol bireylere
kiyasla oldukca yiiksek (0.26 ile 0.85 mg bor/100 mL) oldugunu ortaya koymustur.
Benzer sekilde yapilan bir diger arastirmada ise yine kaza eseri borik asit etkisine maruz
kalan 782 bireyin serumlarinda bulunan bor miktarlarinin normal degerlerden fazla

oldugu rapor edilmistir (Litovitz et al. 1988).

Magour vd (1982), siganlar {izerinde yapmis olduklar1 ¢caligmalarinda 21 giin siiresince
icme sular1 yoluyla verdikleri borun (sodyum borat olarak) (20 mg bor/kg) dokulardaki
dagilimmi belirlemislerdir. 21. gilinliin sonunda kandaki borun maksimum seviyesini
0.32 mg/100ml olarak belirlemiglerdir. Sekiz goniillii yetiskin insanlar tizerinde yapilan
arastirmada 562 ve 611 mg borik asit uygulamasindan sonra plazma bor
konsantrasyonunun 0.10 ve 0.46 mg/l den daha az oldugunu tesbit edilmistir (Jansen et
al. 1984b). Yiiksek dozda maruz kalma sonucu kan dokuda ve paralelinde diger
dokularda bor seviyesinin hizla yiikseldiginin bilinmesine karsin bor’un kan dokuda
biriktigi konusunda heniiz ortaya konmus bir kanit bulunmamaktadir (Culver et al.

1994).
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1.1.9.c. Metabolizmasi

Boratlarin metabolize edilebilmesi bor-oksijen arasindaki baglarin kirilmasini
gerektirmektedir. Ancak bu baglarin koparilabilmesi i¢in asir1 miktarda enerjiye (523
kJ/mol) ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, basta borik asit olmak iizere pek ¢ok bor
bilesigi (6zellikle boratlar) biyolojik sistemlerde metabolize edilemezler (Emsley 1989).
Diisiik konsantrasyonlarda inorganik boratlar, emilimleri esnasinda mukozal yiizeylerde
ve fizyolojik pH derecesinde borik asite doniistiiriiliir. Insanlar ve laboratuar hayvanlari
tizerinde yapilmis c¢ok sayida arastirma, organizmaya alinan boratlarin %90’dan
fazlasinin borik asit formunda organizmadan uzaklastirildigini ortaya koymustur
(W.H.O. 1998; U.S.E.P.A. 2004). Borik asidin doza bagl olarak farkli biyolojik
molekiiller ile kompleksler olusturabilecegi rapor edilmistir (LE.H.R. 1997; W.H.O.
1998). Bu konuda gerceklestirilmis olan deneysel ¢aligmalar borik asidin hidroksil,

amino ve tiyol gruplarina karsi ilgisini ortaya koymustur.

1.1.9.d. Eliminasyonu

Bor bilesiklerinin eliminasyonlarinin insanlarda ve hayvanlarda benzer olduklar
bildirilmektedir. Organizma igerisine alinig yoluna bagli olmaksizin, borun
eliminasyonu baglica glomerular filtrasyon yoluyla gergeklestirilmektedir (Murray
1998). Glomerular filtrasyonun ratlarda insanlara oranla 3-4 kat daha hizli oldugu,
ayrica insanlarda ¢esitli yollarla organizma igerisine alinmig olan borun % 90’dan
fazlasinin ilk 24 saat igerisinde idrar yoluyla uzaklastirildigi rapor edilmistir (Nielsen

1988; Litovitz et al. 1988).

Jansen vd (1984a) ile Schou vd (1984), insanlarda borun baslica idrar yoluyla elimine
edildigini rapor etmislerdir. Jansen vd (1984b), cesitli yollarla goniillii olarak borik asit
alan bireyler Tlzerinde yaptiklar1i arastirmalarla bor bilesiklerinin eliminasyon
kinetiklerini  agiklamaya c¢alistlmiglardir. Jansen vd, yapmis olduklari bu

arastirmalarinda 7 erkek bireye ii¢ giin boyunca intravendz yolla borik asit (570-620
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mg) uygulamislardir. Bor uygulamasindan 0.42, 0.67, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 ve
120 saat sonra bu bireylerden aldiklar1 kan ve idrar 6rneklerinde ¢esitli hesaplamalar
yaparak asagidaki sonuglara ulasmislardir:

o 12 saat sonunda diyet yoluyla alinan bor 1.52 ile 18.1 mg arasinda degisen
miktarlarda tiriner salgilama yoluyla atilmaktadir.

. Bor uygulamasini takip eden 25 dakika sonunda kan bor konsantrasyonu belirgin

bir sekilde yiikselmistir (bazal konsantrasyonun yaklagik 100 kat1 kadar).

o Alman borun yaklastk % 99’luk bir kismi 120 saat sonunda elimine
edilmektedir.
o Agi1z yoluyla alinan bor, intravendz yolla alinan bora oranla % 66 oraninda daha

iyi elimine edilmektedir.

Usuda vd (1998), erkek ratlar iizerinde yapmis olduklar1 ¢caligmalarinda agiz yoluyla
verilen sodyum tetraborat bilesiginin iiriner eliminasyonunu arastirmislardir.
Aragtirmanin sonuglar1 alinan borun ortalama % 99.6’lik bir boliimiiniin 24 saatin
sonunda idrara gectigini ortaya koymustur. Benzer sekilde Vanderpool vd (1994),
organizma igerisine alinan borun ii¢ gilinlin sonunda % 95’inin idrar ve % 4’{iniin ise

diskilama yoluyla atildigini rapor etmislerdir.

1.1.10. Borun insanlar iizerine etkileri

1.1.10.a. insanlarda borun fizyolojik etkileri

1980’lerden giinliimiize yapilmis olan pek ¢ok arastirmanin sonuglari borun insanlarda
esansiyel olabilecegini gostermektedir (Devirian and Volpe 2003). Borun insanlarda
esansiyel olarak tanimlanmayisi bu elementin biyokimyasal fonksiyonlarinin ayrintili
olarak bilinmemesinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte insanlar {izerinde yapilan
sinirlt ¢aligmalar borun kalsiyum, bakir, magnezyum, azot, glukoz ve trigliseritler gibi
yasam siirecinde 6nemli olan pek ¢ok bilesenin kullanilmasi ve metabolizmasinda etkin

roller iistlendigini ortaya koymaktadir. Bu rollerinden dolay1 ¢esitli viicut boliimlerinin
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(iskelet, beyin ve kan) yapilarin1 yada fonksiyonlarini etkileyebilmektedirler (W.H.O.
1998).

Nielsen vd (1987 ve 1991) ile Hunt ve Herbel (1993), yapmis olduklar1 arastirmalarla
bor ve bor bilesiklerinin enerji, azot, makromineral ve reaktif oksijen metabolizmalarini,
bazi enzim (oksidorediiktazlar, ksantin oksidaz, aldehid dehidrojenaz, laktat
dehidrojenaz, katalaz, glutatyon peroksidaz) ve hormon seviyelerini (kalsitonin, 17p-
estradiol), serum glukoz, iire, trigliserit ve kreatin diizeylerini ayrica eritrosit ve
trombosit yapiminida etkileyebildiklerini ortaya koymuslardir. Ayrica, borun vitamin D
sentezini artirict rol oynadigi da bilinmektedir. Borlu bilesiklerin yukarida siralanan
rolleri nasil iistlendikleri konusunu agiklamaya yonelik iki farkli hipotez Onerilmistir.
Bunlardan birincisi borun hiicre membrani fonksiyonu, stabilitesi veya yapisinda dnemli
gorevleri oldugunu savunmaktadir. Diizenleyici anyon ve katyonlarin transmembranal
tasinmasini ve membranlar arast haberlesmeyi saglamasi ile hormonal aktivitelere
duyarli olmasi sonucu bu gorevleri gerceklestirebilmektedir. Buna benzer bir hipotez
borun bitkilerdeki fonksiyonel rollerini agiklamak amaciyla da onerilmistir (Parr and
Loughman 1983; Blevins and Lukaszewski 1994). Ikinci hipotez ise borun metabolik
yollarda bazi anahtar enzim reaksiyonlarin1 yarismali inhibisyon yoluyla etkileyen

negatif bir regiilator oldugunu savunmaktadir (Hunt 1994).

Fransa’da yetiskin saglikli bir insanin giinde 7 mg kadar bor aldig1 saptanmistir. Diinya
Saglik Orgiitii insanin giinliik aldig1 bor miktarmi uzun yillar 1-3 mg ile smirlamisti,
ama son yillardaki calismalara dayanarak bu miktari yiikseltmistir (Sayli 2000). Diinya
saglik Orgiitiince en son 1996’da yaymlanan insan sagligi ve beslenmesinde iz
elementler baglikli raporda yetigkin bir bireyin ortalama bazal bor ihtiyac1 0.375 mg/giin
ve glinliik kabul edilebilir ve giivenilir ortalama alim miktarinin da 1-13 mg/giin oldugu

kaydedilmistir.
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1.1.10. insanlarda bor toksisitesi

Insanlar icin borik asitin 6ldiiriicii dozunun agiz yoluyla maruziyette 640 mg/kg, deri
yoluyla maruziyette 8600 mg/kg ve intravendz enjeksiyon yoluyla maruziyette ise 29
mg/kg oldugu kaydedilmistir (Stokinger 1981). Cocuklarin yetigkinlere kiyasla bor
bilesiklerine daha duyarli oldugu belirtilmis, ayrica potansiyel 6ldiiriicii dozun ¢ocuklar
icin genellikle 3-6 g, yetiskinler i¢in de 15-20 g oldugu rapor edilmistir (Litovitz et al.
1988). Borun toksik etkisinin yetigkinlerde bas agrisi, kusma, ishal, heyecan veya
depresyon ¢ocuklarda ise daha ¢ok havale, koma gibi beyin zari tahribi etkileri seklinde

goriildiigl kaydedilmistir (McKee and Wolf 1963).

Borik asit ve boraks daha oOncede ifade edildigi gibi yaklasik yiiz yildan beri
cesitli hastaliklarin (epilepsi, enfeksiyonal hastaliklar vb) tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tedavilerinde bor bilesikleri kullanilan 19 hasta iizerinde yapilan bir
arastirmada, bu hastalarda tedavi sonrasi sa¢ dokiilmelerinin meydana geldigi
gbzlenmistir. Ishii vd (1993), yaptiklar1 ¢calismada 77 yasindaki bir kisinin kazara 30 g
borik asit alimi sonrasi meydana gelen klinik bulgular1 aragtirmiglardir. Belirtilerin
hickirik, kusma ve diyare ile basladig1 ve sonunda 6liim olgusunun meydana geldigini
bildirmislerdir. Linden vd (1986), Amerika’da bir saglik merkezine 1983 ve 1984 yillar
arasinda bor zehirlenmesi ile gelen 364 vakay1 degerlendirmistir. Bor zehirlenmelerinin
yaygin belirtilerinin kusma, ishal ve karin agris1 oldugu ancak bor zehirlenmelerini
acikca ortaya koyacak olan klinik semptomlarin heniiz net olarak belirlenemedigini

rapor etmislerdir.

Sayli vd (1998) iilkemizde farkli bolgelerde yasayan insanlar iizerinde yaptiklar
calismalarinda borun iireme sistemi {lizerine etkilerini aragtirmiglardir. Toprak ve igcme
sulariin bor muhtevalariin birbirlerinden oldukga farkli oldugu iki bolgede yasayan
toplam 4687 birey ilizerinde yiiriittiikkleri arastirmada, bora daha fazla maruz kalan
bireylerin verimlilik oranlar1 ile diger bolge insanlarinin verimlilik oranlar1 arasinda
herhangi bir farklilik bulunmadigini gérmislerdir. Buna karsin, Rusya’da yapilan bir

calisma sonucu bor is¢ilerinde (n=28) sekstiel aktivitenin azaldigi saptanmistir. Ayrica,
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ilging olarak A.B.D’de bor iscileri iizerinde yapilan ¢alismada, kiz ¢ocuk dogumunda

erkek ¢ocuga oranla artis oldugu belirlenmistir (Kocatiirk 1998).

Bor minerallerinin kullanildig1 sektorlerde calisan isgiler {izerinde bu mineralin
muhtemel toksik etkilerini belirlemek amaciyla ¢ok sayida arastirma yapilmig ve
iscilerde siklikla burun kanamasi, g6z ve burun bélgelerinde kasinma, bogaz agrisi,
gbgiis agrisi, Okstiriik, nefes darligr ve cesitli cilt problemlerinin goriildiigii rapor
edilmistir (Birmingham and Key 1963, Garabrant ef al. 1984 and 1985; Wegman et al.
1994). Culver vd (1994), yaptiklar1 ¢calismada is¢ilerde iiriner bor konsantrasyonunu ve
kan bor konsantrasyonunu karsilagtirmislardir. Bora (3.3 mg/ m’ ve 18 mg/m’) maruz
kalan iscilerin (n=14) kan bor konsantrasyonlarinin 0.11-0.26 @/ mg, iiriner bor

konsantrasyonlarini ise 3.16-10.72 pg/ mg arasinda oldugu tesbit edilmistir.

Bor ve bor bilesiklerinin insanlardaki karsinojenik ve mutajenik potansiyelleri hakkinda
literatiirde kayitli herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. U.S. Ulusal Toksikoloji Programi
(N.T.P. 1987), bu konuda herhangi bir ¢alisma bulunmadigindan dolay1 hayvan (fare ve
sican) deneylerini temel alarak bor bilesiklerinin insanlarda kanserojen olmadigini rapor

etmistir.

1.1.11. Deney hayvanlarinda bor toksisitesi

Bir seferde verildiginde belli bir siire i¢inde (24 saat ile 2 hafta arasinda) dliime yol
acabilen madde miktar1 6ldiiriici doz olarak tamimlanmaktadir. Oldiiriicii doz da,
hayvanlar1 6ldiiren en kiigiik 6ldiiriicti doz, %50’sini 6ldiiren Sldiiriicii doz (ODsy veya
medyan 6ldiiriicii doz) ve %100’{inii 6ldiiren dldiiriicii doz (OD;g veya fatal doz) diye
alt gruplara ayrilmaktadir. Toksikoloji ¢alismalarinda bir maddenin zehirliliginin 6l¢iisii
olarak genellikle ODso’den yararlamlir. ODsy degerlerine gére kimyasal maddelerin

siiflandirilmas: Cizelge 1.16°daki gibi yapilmaktadir (Anonymus 1995).
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Cizelge 1. 16. ODs degerlerine gore kimyasal maddelerin siniflandirilmasi.

Zehirliligin Derecesi Doz (mg/kg) Ornek Madde
Pratik olarak zehirsiz ~ >15000 Pamuk tohumu yag1
Az zehirli 5000-15000 Etil alkol

Orta derecede zehirli 500-5000 Tuz

Cok zehirli 50-500 Morfin sulfat

Cok giiclii zehirli 5-50 Pikrotoksin

Son derece zehirli <5 Nikotin

Ag1z yoluyla maruz kalinan borik asit ve boraks bilesiklerine ait medyan o6ldiiriicli doz

(ODso) degerleri Cizelge 1.17°de gosterilmistir (W.H.O. 1998).

Cizelge 1. 17. Baz1 bor bilesiklerinin (borik asit ve boraks) ODs, degerleri

Maruz kalma bicimi Bilesik Organizma grubu Bilesik ODs, degeri
Ag1z Yoluyla Borik asit Fare 3450
Ag1z Yoluyla Boraks Sican 4980
Ag1z Yoluyla Borik asit Sican 3160
Subkiitanoz Borik asit Fare 1740
Subkiitanoz Borik asit Guinea-pigs 1200
Intravendz Borik asit Fare 1780
Intravendz Borik asit Sigcan 1330

Ag1z yoluyla yiiksek dozda borik asit veya boraks verilen sican, fare ve kobaylarda
(guinea-pig) goriilen baslica kinlik etkilerin deri ve mukozal membranlarin viyole
kirmizis1 rengini almasi, depresyon, ataxia ve viicut 1sisinda diisme oldugu
kaydedilmistir (Weir and Fisher 1972). Pfeiffer vd (1945) kopekler {izerinde yapmis
olduklar1 ¢aligmalarinda agiz yoluyla verilen borik asitin (0.2-2.0 g/kg) sok benzeri
sendromlara yol actifini rapor etmislerdir. Draize ve Kelley (1959), yaptiklar

arastirmalarinda borik asitin tavsanlar iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Dort gilin
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boyunca 800 mg/kg dozunda borik asit verdikleri tavsanlarda kilo kayb1 ve diyare, 850
ve 1000 mg/kg dozunda borik asit verdikleri tavsanlarda ise %100’e varan Olim
oranlarinin olustugunu goézlemlemislerdir. Benzer sekilde, 30 giin siiresince igme sulari
yoluyla 150 ve 300 mg bor/L dozunda borik asit verilen sigirlarda diyare ve istah kayb1
gozlenmistir (Gren and Weeth 1977). Pfeiffer vd (1945) fare, sican ve kdpeklerde borik
asit maruziyetini takiben basta bobrekler (glomerular ve tubular hasar) ve sinir sistemi
(beyin korteksinde hasar) olmak iizere ¢esitli dokularda mikroskobik degisikliklerin

tesekkiil ettigini rapor etmislerdir.

U.S. Ulusal Toksikoloji Programi tarafindan ytiriitiilmiis olan arastirmada diyet yoluyla
borik asite (0, 34, 70, 141, 281 ve 563 mg bor/kg) maruz birakilan B6C3F1 farelerinde
bu bilesigin etkileri aragtirllmigtir. Arastirmanin sonuglari, farelerde doza bagli olarak

kilo kaybinin arttigini ortaya koymustur (N.T.P 1987).

Lee vd (1978), 30 ve 60 giin boyunca Sprague-Dawley ratlara diyet yoluyla farkli
konsantrasyonlarda (0, 500, 1000 ve 2000 mg bor/kg) boraks vermislerdir. 1000 ve
2000 mg bor/kg dozunda boraks verdikleri grubun bobrek agirliklarinin kontrollere
oranla daha diisilk oldugunu rapor etmislerdir. Yine, Sprague-Dawley ratlar iizerinde
yapilan bir ¢alismada deney hayvanlarini 90 giin miiddetince giinliik diyet yoluyla farkli
konsantrasyonlarda (2.6, 8.8, 26.3, 87.5 ve 262.5 mg bor/kg) borik asit ve boraks
bilesiklerine maruz birakmislardir. Yiiksek dozlarda (87.5 ve 262.5 mg bor/kg) bor
bilesigine maruz kalan hayvanlarda %10.1 ile %54.9 arasinda degisen oranlarda kilo
kayiplarinin meydana geldigi tespit edilmistir. Calisma sonuglar1 ayrica yliksek dozlarda
bu bilesiklere maruz kalma sonucu hayvanlarin karaciger, dalak, bobrek, beyin ve
ovaryum organ agirliklarinin da azaldigini ortaya koymustur (Weir and Fisher 1972).
Seffner vd (1990) ile Chapin vd (1997), yapmis olduklar1 arastirmalarinda borik asitin

kemikler iizerinde toksik etkilerini ortaya koymuslardir.

Bor bilesiklerinin toksik etkilerini belirlemeye yonelik ¢alismalarin ¢ogu agiz yoluyla
alman bilesiklerin toksisitesini ortaya koymaktadir. Buna karsin liteatiirde sinirli da olsa

farklt yollarla alinan (solunum, deri v.b) bor bilesiklerinin toksik etkileride
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degerlendirilmistir. Stokinger ve Spiegl (1953), fareler iizerinde yapmis olduklari
arastirmalarinda  solunum yoluyla maruz kaliman elemental borun etkilerini
incelemiglerdir. Alt1 hafta boyunca (5 giin/hafta ve 7 saat/giin) elemental bora (72
mg/m’) maruz biraktiklari hayvanlarda herhangi bir olumsuz etkinin meydana
gelmedigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde, Wilding vd (1959), solunum yoluyla bor
oksit (57-470 mg bor/m’) bilesigine maruz biraktiklari siganlardan ve kopeklerden
aldiklar1 6rnekler tizerinde hematolojik, biyokimyasal ve mikroskobik analizler yaparak,
bu bilesigin belirtilen parametreler iizerine toksik etkilerinin bulunmadigini rapor
etmiglerdir. Buna karsin, Torkelson vd (1961) ile Rusch vd (1959), bor triflorit
bilesigine solunum yoluyla maruz kalinmasi halinde akciger iltihaplanmasinin yani sira

viicut ve organ agirliklarinda azalmalarin goriilebilecegini kaydetmislerdir.

Deney hayvanlari iizerinde yapilan ¢aligmalar farkli bor bilesiklerinin dermal ve okiiler
etkileri oldugunu ortaya koymustur. Wilding vd (1959), tavsanlar iizerinde yapmis
olduklar1 arastirmalart ile 50 mg/kg bor oksit uygulamasinin hayvanlarin géz bolgesinde
kasintilara neden oldugu sonucuna ulagmiglardir. Roudabush vd (1965), borik asit ve
boraksin deriyi tahris edici 6zellikte oldugunu kaydetmislerdir. Benzer sekilde, siganlar
lizerinde yiiriitiilen diger bir ¢alismada ise borik asit ve boraks bilesiklerinin gozde
iltihaplanmalara, pence ve kuyrukta da dermatolojik problemlere neden oldugu

gbzlenmistir (Weir and Fisher 1972).

Laboratuar hayvanlar lizerinde yapilan ¢aligmalar, bor bilesiklerine agiz yoluyla kronik
veya subkronik maruz kalma sonucu genellikle iirogenital sistemin olumsuz etkiledigini
ortaya koymaktadir. Besinler veya i¢cme sular1 yoluyla bor bilesiklerine maruz birakilan
sican, fare ve kopeklerde testikiiler lezyonlarin tesekkiil ettigi gézlenmistir (Truhaut et
al. 1964; Weir and Fisher 1972; Gren et al. 1973; Lee et al. 1978; N.T.P 1987; Ku et al.
1993).

Linder vd (1990), Sprague-Dawley siganlar1 iizerinde yapmis olduklar1 arastirmalarinda
gavajlama yoluyla hayvanlara verdikleri borik asitin (350 mg bor/kg) sperm salinimini

inhibe ettigini ve sperm morfolojisini olumsuz etkiledigini gézlemlemislerdir. Treinen
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ve Chapin (1991), 28 giin boyunca diyet yoluyla alinan borik asitin (60 mg/kg) sican
seminifer tiibiillerinde hasarlara yol ac¢tigini rapor etmislerdir. Silaev vd (1977), i¢cme
sular1 yoluyla 15 gilin boyunca 175 mg bor/kg borik asit uyguladiklar1 sicanlarda
seminifer tiibiillerinin c¢aplarinda azalmalarin goriildiiglinii rapor etmiglerdir. F-344
siganlar1 lizerinde yapilan bir diger arastirmada ise 63 giin miiddetince besinler yoluyla
hayvanlara verilen borik asitin (26 mg bor/kg) sperm salinimini inhibe ettigi ve
testikiiler atrofilere yol agtig1 tespit edilmistir (Ku et al. 1993). Weir ve Fisher (1972),
giinlik diyet yoluyla 90 giin boyunca verdikleri borik asit ve boraksin (44 mg/kg)
kopeklerde tiroit ve testis agirliklarimin azalmasinin yani sira cesitli testikiiler
atrofilerede neden oldugunu gozlemlemislerdir. Siganlar iizerinde yapilan bir diger
calismada ise diyet yoluyla verilen 50 ve 100 mg bor/kg dozundaki boraksin doza bagh
olarak hayvanlarin karaciger, testis ve epididimislerinin agirliklar1 ile seminifer

tiibiillerinin ¢aplarinda azalmalara yol ag¢tig1 kaydedilmistir (Dixon et al.1979).

Borik asitin lireme sistemleri iizerine etkilerini belirlemeye yonelik ¢alismalardan biri
de Fail vd (1989) tarafindan disi ve erkek fareler lizerinde yapilmistir. Arastirma
sonuclar1 27 hafta boyunca 4500 ve 9000 mg/kg dozunda borik asit alan hayvanlarda
testikiiler atrofilerin ve sperm {iretiminde azalmalarin olustugunu ortaya koymustur.
4500 mg/kg borik asitle muamele edilen grupta verimlilik (fertilite) azalirken, 9000
mg/kg borik asit uygulanan grupta fertilite tamamen kaybolmugstur. Siganlar lizerinde
yapilan bir calisma ile borik asit uygulamasi sonucu olusan bazi olumsuz durumlarin
belli bir siire sonra ortadan kalkarak normale dondiigii rapor edilmistir. Yaptiklar
arastirmada Ku vd (1993), besinler yoluyla F-344 siganlarina 3000-9000 mg/kg borik
asit vermislerdir. Dokuzuncu haftanin sonunda sperm iiretiminin inhibe oldugunu,
serum ve testis bor miktarlarinin yiikseldigini ancak bu olumsuz durumlarin

muameleden 16 hafta sonra tekrar normale dondiigiinii rapor etmislerdir.

Heindel vd (1992), fareler {izerinde yiiriittiikleri deneylerinde borik asitin gelisim
izerine toksik etkileri ile teratojenik etkilerini arastirmislardir. Calismada hayvanlara
giinlik diyet yoluyla 43, 79 ve 175 mg bor/kg dozlarinda borik asit vermislerdir.
Calisma sonuclart 79 ve 175 mg bor/kg borik asit uygulanan gruplarda yetiskin
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farelerin viicut agirliklarinda belirgin azalmalar oldugunu goéstermistir. Ayrica yavru
farelerde malformasyonlarin olusma oraninda yiikselmelerin oldugu da rapor
edilmistir. Benzer bir caligma tavsanlar lizerinde de yapilmistir (Price et al. 1996).
Gavajlama yoluyla borik asit (43.7 mg bor/kg) verilen tavsanlarda gelisimin normal
olarak siirdiiriilemedigi, anormal yapida fetiislerin ve fetal 6liimlerin meydana geldigi

kaydedilmistir.

1.1.12. Borun Diger Organizmalar Uzerine Etkileri

Bor ve bor bilesiklerinin bakteriler, protozoalar ve algler {izerine etkilerini arastirmak
amaciyla pek cok c¢alisma yapilmistir. Guhl (1996), yaptig1 aragtirmasinda boratlarin
konsantrasyonlara bagli olarak Pseudomonas putida, Photobacterium phosphoreum,
Entosiphon sulcatum ve Paramecium caudatum gibi mikroorganizmalarin gelisimlerini
olumsuz etkiledigini goézlemlemistir. Buna karsin, Mateo vd (1986), borun azot
fiksasyonu yapan c¢ogu mikroorganizma i¢in esansiyel oldugunu rapor etmislerdir.
Martinez vd (1986), borik asitin mavi-yesil alglerde gelisimi yavaslattigin1 ayrica
protein ve klorofil igeriklerini de azalttigin1 kaydetmistir. Lewin (1966), bor-oksijen
bilesiklerinin diyatomlar i¢in esansiyel oldugunu kaydetmistir. Bowen ve Gauch (1966),
yapmis olduklar1 arastirmalarinda borun bazi mantar tiirlerinin (Saccharomyces
cerevisiae, Neurospora crassa, Aspergillus niger ve Penicillum chrysogenum)
gelisimleri {izerine olumsuz etkilerinin bulundugu ve bu tiirler i¢in esansiyel bir nitelik

tagimadig1 sonucuna ulagsmislardir.

Bitkilerin bor igerdigi ilk olarak 1857 yilinda tespit edilmistir (Kocatiirk 1998). Borun
bitkiler lizerine etkilerinin bitki tiirline ve bor seviyelerine gore degistigi belirtilmistir.
Baska bir ifadeyle, borun kritik eksiklik ve toksisite degerleri arasinda bitki tiirlerine
gbre genis bir aralik bulunmaktadir (Ak¢am-Oluk ve Demiray 2004). Bor bitkilerin
karbonhidrat metabolizmasinda, polen ¢imlenmesinde, hormon aktivasyonunda, apikal
meristem fonksiyonlarinda, normal biiylime ve gelismede, niikleik asit sentezinde,
hiicre zar1 yapisinda ve fonksiyonunda 6nemli bir yere sahiptir (Lovatt and Dugger

1984). Bitkilerde bor noksanliginin baslica belirtileri arasinda yaprak primordiyumlari,
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primer kok wuclarn ile govde ve yaprak uglarinda nekroz olusumlari, polen
germinasyonunun azalmasi, enzimatik reaksiyonlarda yavaslama ve bitki Oliimii
sayilmaktadir (Wells and Whitton 1977). Hudak (1973), yaptig1 arastirmada bor ihtiva
etmeyen besin solusyonu ilave edilen fasulye bitkisinin kok uglarinda 72 saat sonunda
mitozun inhibe oldugunu gozlemistir. Ludbrook (1942), bir ¢am tiirii (Pinus radiata)
lizerinde yapmis oldugu calismada 0-0.05 mg/L borun besleyici ve diizenleyici
oldugunu ancak 20-40 mg/L borun ise bitkilerde toksik etkilere neden oldugunu tespit
etmistir. Shopova vd (1981), yiiksek bor (32 mg bor/kg) iceren topraklarda yetisen
gelincik bitkisinin gelisiminde gecikmeler, yapraklarinda sararmalar, ge¢ cigceklenme
durumlari, kok ucu hiicrelerinde mitotik frekansin azalmasi ve mayoz boliinmelerde

anormalliklerin olusmasi gibi olumsuz durumlarin gézlendigini kaydetmislerdir.

Borun hayvanlar iizerine etkilerini incelemek amaciyla ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir.
Yapilan aragtirmalar borun hayvanlar iizerindeki etkisinin bor miktar1 ve maruz kalinan
stirelere bagli oldugunu gostermistir. Borik asit bilesiginin bir ¢cok bdcek tiiriine zehir
etkisi vardir. Ahsap ve benzeri malzemelerin borik asit veya boraksla 6nceden muamele
edilmesi bocek istilalarina karsi korunmalarini saglamaktadir. Nitekim, borik asite
maruz kalmis olan sinek larvalarinda %100’e varan 6liim oranlar1 gozlenmistir. Bor
bilesiklerini igeren yemlerin ve aerosollerin kullanilmasi halinde meyve sinekleri ve
termitlerin kontrol edilebilecegi belrtilmistir (Butterwick ef al. 1989). Ostrovskij (1955),

borik asitin (50 mg/L) bal arilarinda toksisiteye yol a¢ti§ini rapor etmistir.

Ozkurt (2000), yaptig1 ¢alismada bir yi1l boyunca, belirledigi baraj géletlerinden su, dip
camuru, plankton ve balik numuneleri almis ve icerdikleri bor miktarlarini belirlemistir.
Calisma sonuglarina gére Catoren ve Kunduzlar baraj gbletlerinde bor, su, dip ¢amuru
ve planktonda artarak birikmekte; baraj goletlerine besin zinciri yoluyla taginarak, balik
(Cyprinus carpio) dokularinda yigilmaktadir. Catoren barajinda balik dokularinda bor
kas-beyin-karaciger yoniinde, Kunduzlar barajinda ise kas-karaciger-beyin yoOniinde
artarak birikmektedir. Ayrica, Catoren barajinda bor kirliliginin Kunduzlar’a gére daha
fazla oldugu ve balik biiylimesini engelledigi tespit edilmistir. Borun akut toksisitesini

belirlemek Ttizere iki farkli som balig tiriiniin (Oncorhynchus tshawytscha ve
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Oncorhynchus kisutch) iizerinde yapilan ¢alismada borun 100 mg/L hatta daha yiiksek
konsantrasyonlarda bile toksik etkilere yol agmadigi goriilmiistiir (Hamilton and Buhl
1990). Bununla birlikte, Gokkusagr Alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) iizerinde
yapilan bir arastirmada diisiik bor konsantrasyonlarinin embriyo gelisimini uyardig1 ve
borun bu organizma {iizerinde teratojenik etkilerinin bulunmadigi rapor edilmistir
(Loewengart 2001). Baliklar iizerinde yapilan ¢alismalarda borik asitin fazla toksisiteye
neden olmadig1 goriilmiistiir. Nitekim, baliklarin daha yiiksek konsantrasyonlari tolera
edebilecegi, 6rnegin 500 mg/L borun alabalikta sadece derinin koyulagsmasina neden

oldugu ve kiigiik tatlisu baliklarinda hi¢bir etki yapmadigi gézlenmistir (Topal 2006).

Fort vd (2002), kurbagalar {izerinde (Xenophus laevis) yapmis olduklari
aragtirmalarinda bor eksikligine bagli olarak gamet olgunlagma, embriyo gelisimi ve
larval olgunlagsma siireglerinin olumsuz etkilendiklerini kaydetmislerdir. Buna karsin
Laposata ve Dunson (1998), farkli kurbaga tiirleri (Rana sylvatica, Ambystoma
Jjeffersonianum, Ambystoma maculatum ve Bufo americanus) lizerinde yaptiklari
calismalarinda 50 ve 100 mg/L borun embriyo gelisimlerini olumsuz etkiledigini rapor

etmislerdir.

Rossi vd (1993), yaptiklar1 ¢calismada yumurta tavuklarinda yeme 240 mg/kg’a kadar
bor ilavesinin canli agirlik lizerinde olumlu etkileri oldugunu belirtmistir. Bununla
birlikte, Eren vd (2002), yumurta tavuklarinda yeme 400 mg/kg’a kadar bor ilavesinin
canli agirligim etkilemedigini belirtmislerdir. Kurtoglu vd (2005), broiler piligleri
tizerinde yaptiklar1 arastirmalari ile borun hematolojik ve biyokimyasal parametreleri
etkiledigi bu nedenle de mineral metabolizmasinda 6nemli roliiniin oldugunu tespit
etmislerdir. Broiler pili¢lerinde yapilan bir diger ¢alismada Sander vd (1991), 21 giin
boyunca 2500 ve 5000 ppm borik asit uyguladiklari hayvanlarin beyin, bobrek,
karaciger ve kaslarinda borun birikim yaptigini, ancak daha diisiik dozlarda (500 veya
1250 ppm) ise birikiminin olmadigin1 rapor etmislerdir. Yesilbas ordekler (4Anas
platyrhynchos) iizerinde yiiriitiilen bir calismada diyet yoluyla dort hafta boyunca bor

verilmis ve muamelenin sonunda hayvanlardan kan ve doku Ornekleri alinarak
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biyokimyasal ve histolojik bulgular elde edilmistir. Calisma sonuglart 1000 ppm borun

embriyo gelisimini olumsuz etkiledigini ortaya koymustur (Hoffman et al. 1991).

1.2.1. Hiicre Dongiisii ve Mitoz Boliinme

Cok hiicreli organizmalarda hiicre ¢gogalmasi hiicre boliinmeleriyle saglanir. Her karyot
hiicre boliinerek genetik materyalinden bir kopya yavru hiicrelere aktarir. Mitoz
boliinme ile hiicrelerin sayica artis1 saglanir, dokular meydana gelir, eskiyen hiicreler
yenilenir, yaralar tamir edilir. Okaryotik canlilarin viicut (somatik) hiicrelerinde ve esey
hiicrelerinin olusumunun ilk déneminde goriilen mitoz boliinme hiicre dongiisiiniin
kiiciik bir boliimiinde ger¢eklesmektedir. Mitoz’dan 6nce hiicre interfaz adi verilen uzun
bir hazirlik evresi gecirir. Bu nedenle, hiicre dongiisii interfaz ve mitoz olmak tizere iki

boliim halinde incelenmektedir.

Interfaz evresi; Gy, S ve G, olmak iizere ii¢ evrede tamamlanmaktadir. G; en uzun evre
olup bu evrede hiicre protein ve RNA sentezler. Hiicre bu evrede DNA sentezlemez
ancak sentezi i¢in hazirlik yapar. S evresinde RNA ve protein sentezi devam eder. DNA
sentezi baglar. G, en kisa siiren evredir. Bu evrede DNA sentezi tamamlanmis olur,

fakat RNA ve protein sentezi devam eder (Sekil 1.3).

Mitoz Biliinme

G,
(3-4 saat)

G
(9-16 saat)

S
(6 saat)

Sekil 1.3. Hiicre dongiisii (P: profaz, M: metafaz, A: anafaz, T: telofaz)
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Interfaz evresinin tamamlanmasindan sonra mitoz evresi baslamaktadir. Mitotik
evredeki en 6nemli olay, interfazin S sathasinda sentezlenen yani replike olan DNA’nin
kromozomlar seklinde birer kopya olarak yavru hiicrelere ge¢mesidir. Mitoz boliinme
karyokinez denilen bir ¢ekirdek boliinmesi ile sitokinez denilen bir sitoplazma
boliinmesi evrelerini kapsamaktadir. Karyokinez dort sathada tamamlanmaktadir.
Profaz sathasinda cekirdek zar1 ve ¢ekirdekcik kaybolur, kromatin ag1 kivrilip sarilarak
sekil degistirir, kalinlasir ve kromozomlart olusturur. Metafaz sathasinda
sentromerlerinden birbirine bagli kromatidler seklinde olusan kromozomlar merkezde
ekvatoriyel olarak ig iplikleri arasinda siralanirlar. Kromozomlarin kutuplara dogru
cekilmesiyle anafaz sathasi baslar. Telofaz sathasinda ise kromozomlar kutuplara
ulagmiglardir. Cekirdek zar1 ve ¢ekirdeke¢ik yeniden meydana getirilir. Telofazin sonuna

dogru sitokinez olayinin gergeklesmesi ile iki yavru hiicre meydana getirilmis olur.

1.2.2. Periferik Kan Kkiiltiiri

Insan yada diger canlilarin kromozomlarini inceleyebilmek icin ilk kosul, hiicrelerin
boliinme doneminde olmasidir. Bu o6zellikteki hiicreler, yani bdliinme durumundaki
hiicreler in vivo ve in vitro olmak iizere baslica iki yoldan elde edilebilir. /n vitro
yontemlerle kromozom elde etmek i¢in mitozu uyarict bir maddenin (mitojen) ortama
eklenmesiyle hiicrelerin mitoza girmesi uyarilir. Insan kaninda farkli hiicre tipleri
bulunmaktadir. Normal bir yetiskin kaninda bulunan eritrositler ve trombositlerde
cekirdek bulunmadigindan dolay1r kromozom veya DNA ile ilgili ¢aligmalar ancak
cekirdek igeren lokositlerle yapilabilmektedir. Lenfositler, periferik kan ile yapilan
kromozom c¢aligmalarinda incelenen hiicrelerdir. Clinkii saglikli bir bireyde 16kositlerin
tam diferansiye formlar1 hi¢gbir zaman aktif lireme gdstermez iken, sadece lenfositler
uygun kosullar saglandiginda boliinebilirler. Bu nedenle, periferik kandaki lenfositler
insan kromozomlarini incelemek i¢in en ¢ok kullanilan materyallerden biri olmustur.
Ayrica, kisa silirede istenilen sayida hiicrenin incelenebilmesi (Iml periferik kan
yaklagik 4-10.10° lenfosit igerir), kiiltiir sliresinin kisa olmasi1 ve elde edilen kromozom

preparatlarinin diger yontemlerle elde edilenlerden daha kaliteli olmasi periferik kan
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kiltiir yontemi ile calismanin sundugu {stiinliiklerdir (Sayli 1984; Rooney and

Czepulkowski 1986; Tanriverdi 1991; Basaran 1999; Oztas 2000; Basaran 2003).

Periferik kan kiiltiir yontemi bugiin basta tibbi genetik (Chu et al. 2006) olmak iizere
onkoloji (Eisenthal et al. 2006), genetik toksikoloji (Rodeiro 2006), biyokimya
(Bukowska 2004), hematoloji (Saigo et al. 1999), immiinoloji ve parazitoloji (Hu ef al.
2006; Franca-Botelho et al. 2006) gibi pek c¢ok tip ve biyoloji alaninda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

1.2.3. Genetik Toksisite

Tip, endiistri ve ziraat alanlarinda kullanilan kimyasal maddeler organizmalar {izerinde
genetik hasarlara sebep olabilmektedir. Bir organizmada genetik farklilasma olusturan
maddelere genetik zehirler (genotoksik maddeler) denir. Genotoksik maddeler hiicrenin
kromozomlarinda veya genlerinde degismeye (mutasyona) yol agmaktadir (Parali 1994,
Tokyay 1999). Mutasyon baghigi altinda genellikle kromozom sayist ve kromozom

yapis1 degismeleri, tek gen bozukluklar1 ve gen mutasyonlar1 incelenmektedir.

1.2.3.a. Kromozomlardaki Sayisal Diizensizlikler

Insan esey hiicrelerinde 23 adet kromozom bulunmaktadir ve bu say1 insan i¢in haploid
(n) sayidir. Somatik hiicrelerde ise diploid sayida (2n) kromozom bulunur. Kromozom
sayisindaki artis yada azaliglar temel kromozom sayisinin (n = 23) tam katlar1 kadar
oluyorsa buna Oploidi denir. Hiicrede temel kromozom sayisinin {i¢ kati kromozom
bulunmasi (3n = 69) olarak bilinen triploidi, ve dort kat1 kromozom bulunmasi (4n = 92)
olarak bilinen tetraploidi durumlar1 baglica Oploidi tiplerindendir. Kuramsal olarak
temel kromozom sayisini daha fazla artirmak olasidir, ancak bu —ploidler insanlarda

heniiz gosterilememistir.
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Temel kromozom sayisinin katlari kadar olmayan artma yada azalmalara ise andploidi
denmektedir. Anoplidi durumlar1 6ploidi durumlarina oranla daha sik goriilmektedir.
Andploidi durumlarmin olugsmasina neden olan iki temel olay, kromozom ayrilmamasi
(non-disjunction) ve kromozomlarin anafazda geri kalmasi (anaphase lagging)’dir.
Anoéploidi, kromozomlardaki artma yada azalma durumuna goére hiperploidi ve
hipoploidi olmak iizere ikiye ayrilir. Diploid sayidan bir yada daha fazla sayida
kromozom bulunmasi durumuna hiperploidi adi verilir. Trizomi (2n+1) ve tetrazomi
(2n+2) en sik rastlanan hiperploidi durumlaridir. Hipoploidi ise diploid kromozom
sayisindan 1 yada daha ¢ok kromozom eksilmesidir. Monozomi (2n-1) ve nullizomi

(2n-2) bilinen hipoploidi tiirleridir.

1.2.3.b. Kromozomlardaki Yapisal Diizensizlikler

Kromozom yapisindaki degismeler kromozomlarin kirilmas: ve anormal sekilde tekrar
kaynagmas1 sonucu ortaya ¢ikar. Kromozomlardaki bu yapisal anormalliklere kimyasal
maddeler, radyasyon ve X ismlar1 gibi farkli etmenler neden olabilirler. Bu
anormalliklere hem somatik hiicrelerde hem de {ireme hiicrelerinde rastlanabilir.
Herhangi bir nedenle hasar géren DNA’larin tekrar diizenlenmesi esnasinda yanlis
baglanmalar meydana gelebilir ve gen kayb1 olmaksizin kromozom yapisinda goriilen
degismeler etkisini fenotipte ortaya koyabilir. Kromozomlarda goriilen baslica yapisal

anormallikler asagida siralanmistir.

Translokasyon: Iki kromozom arasinda parga degisimidir.

Delesyon: Kirilan kromozomdan kopan parcanin kaybolmasi yani eksilmesidir.
Duplikasyon: Bir DNA diziliminde olmasi1 gerekenden fazla sayida kopyasinin
pargasinin mevcut olmasi durumudur.

Inversiyon: Bir kromozomda kirilan herhangi bir par¢anin 180 °C dénerek ayni bolgeye
yapigmasi sonucu meydana gelir.

[zokromozom: Bir kromozomal aberasyon tipi olup kromozomda kollardan birinin

dublikasyonu, diger kolun ise kaybolmasi sonucu meydana gelir.

39



Yukarida verilen kromozom diizensizliklerinin haricinde kromozomlar1 olusturan DNA
molekiilii lizerindeki baz degismeleri ise nokta mutasyonlar olarak incelenmektedir.
Kimyasal mutajenlerin neden oldugu baslica nokta mutasyonlar1 DNA bazlarinda
kimyasal degismeler, baz analoglarinin DNA’ya inkorporasyonu, DNA alkilasyonu
sonucu ger¢eklesen mutasyonlar ile ¢erceve kaymasi (frameshift) mutasyonlaridir (Saylh
1975, Rooney and Czepulkowski 1986, Tanriverdi 1991, Basaran 1999, Oztas 2000,
Bahgeci 2002, Eken 2003, Basaran 2003).

1.2.3.c. DNA Tamir Mekanizmalari

DNA molekiilii, kromozomlar igerisinde siki bir sekilde paketlenmis ve protein kiliflarla
sarilmis olarak korunuyor olsa da bazi i¢ ve dis etkenlerin bozucu ve yikici etkileri
sonucu hasar gormektedir. Canli organizmalarda bu tiir DNA hasarlarini onaran
mekanizmalar mevcuttur (Tokyay 1999, Bahgeci 2002). Bu mekanizmalarin yeterli bir
koruma saglayamadigi durumlarda genotoksik maddeler zararli mutasyonlara hatta

hiicre 6liimlerine yol agmaktadirlar (Mahmoudi ez al. 2006).

DNA’da herhangi bir nedenden dolay1 bir hasar meydana geldigi zaman bu durum DNA
hasar1 cevap yolu (DDRP) denilen ve kompleks bir haberlesme agina sahip olan sistem
tarafindan c¢ok hizli bir sekilde tespit edilir. Bu sistemde rol alan ii¢ grup protein
DNA’dan gelen hasar sinyallerine kars1 spesifik hiicresel yanitin olusturulmasini saglar.
Bu protein gruplar1 ve fonksiyonlari asagida siralanmistir (Sekil 1.4).

1. Sensorler: Hasar sonucu DNA’da meydana gelen lezyonlar: tanirlar. MRN and 9-1-1
kompleks proteinleri bu gurupta yer almaktadir.

2. Transdiiserler: Bu proteinler sensdrlerden gelen sinyallerin iletilmesinden ve
giiclendirilmesinden sorumludurlar. ATM ve ATR proteinleri bu grubun igerisinde yer
almaktadir.

3. Efektorler: Hiicresel yanitin olusturulmasinda gorev almaktadirlar. ChK1 ve ChK2

proteinleri bu protein grup igerisinde yer almaktadir (Mahmoudi ef al. 2006).

40



}DNAHM
!
T Snsite

Transdiserer

Efektor . Efektdr

Apoptozis Hiicre 3iklusunun Duraklamas DHA Tamiri

Sekil 1. 4. Memeli hiicrelerinde DNA hasar1 cevap yolu

Yukaridaki sekilde goriildiigii lizere hiicre DNA hasarlarina farkli metabolik yollarla
cevap vermektedir. Cok agir DNA hasarlar1 hiicrenin apoptoz yolunu aktif hale
getirerek hiicreyi 6liime gotiiriir. Hiicre DNA hasarlarini1 tamir mekanizmalart ile tamir
edebilir. DNA’daki hasar eger replikasyon esnasinda tamir edilemez ise hiicrede
genomik kararsizlik meydana gelir. Bu durum hem kanserin hem de yaslanmanin temel
nedeni olarak kabul edilmektedir. Memeli hiicrelerinde farkli DNA hasarlar1 farkli tamir
mekanizmalari ile onarilmaktadir (Sayli 1975, Seeberg et al. 1995, Chu 1997, Prakash
and Prakash 2002, Bahgeci 2002, Schirer 2003, Miiftiioglu 2003, Kunkel et al. 2003;
Schofield and Hsieh 2003, Christmann et al. 2003; Larsen et al. 2005);

Hasar1 Dogrudan Geriye Cevirme: Her zaman olmamakla birlikte DNA’da meydana
gelen mutasyonlar dogrudan dogruya uzaklastirilabilmektedir. Ultraviyole (UV) 15181
tarafindan meydana getirilen fotohasarin (fotodimerler) fotoreaktivasyon yoluyla

giderilmesi bu mekanizma ile gerceklestirilmektedir.
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Eksizyon tamir mekanizmalari ile kimyasal olarak degismis veya yanlis eslesmis bazlar
genomdan kesilerek yerlerine dogru bazlar konur. Eksizyon tamiri, BER ve NER olmak

tizere ikiye ayrilir.

Niikleotid Eksizyon Tamir Mekanizmasi (NER): Ekzojen kaynakli mutajenlere karsi en
onemli savunma NER tarafindan yapilmaktadir. Bu tamir sisteminde hasarli bazlar
oligoniikleotid fragmanlar1 olarak kesilir. Benzo[a]pyrene gibi biiyiik hidrokarbon DNA

adiiktlerinin ve pirimidin dimerlerinin tamiri bu yolla yapilir.

Baz Eksizyon Tamir Mekanizmasi (BER): Endojen kaynakli mutasyonlarin
diizeltilmesinde etkili olan bu tamir sisteminde ise hasarli bazlar serbest bazlar halinde
kesilerek ¢ikarilir. BER oksidasyon, metilasyon, deaminasyon ve depiirinasyon gibi tek

baz hasarlarinin tamirinde gorev alir.

Mismatch Tamir Sistemi (MMR): DNA replikasyonundan sonra gorev yapan bu sistem

hatal1 baz eslesmelerini gidermektedir.

Translezyon Sentez (TLS) Tamir Sistemi: Bu sistemde gorev alan enzimlerin apiirinik
veya apirimidinik (AP-yerleri) bolgeler ile oksidatif DNA lezyonlarin by pass isleminde
ayrica UV 15181n neden oldugu pirimidin dimerlerinin giderilmesinde rol oynadiklari

bilinmektedir.

Rekombinasyonal Tamir sistemi (RER): DNA’daki ¢ift zincir kirilmalart DNA da
doniisiimsiiz hasarlara, kromozom kiriklarina hatta hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Cift
zincir kirllmalar1 tamir edilemedigi durumlarda kanser vakalari ortaya ¢ikmaktadir.
Hata egilimli onarim sistemi olarak ta bilinen bu tamir sisteminde hasar ¢ok agirsa

replikasyon hasar giderilmeden tamamlanmaktadir.
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1.2.5. Mutajenezis ile Karsinojenezis Arasindaki Iliski

Son yillarda mutasyon ¢aligmalarinin yeni bir yonii gézlenmektedir. Genetik alaninda
calisan arastirmacilar Onceleri insanlarda kalitsal hastaliklar1 artiran eseysel
mutasyonlart ortaya cikaran c¢evresel mutajenlerle ilgili kaygiya kapilirlarken bugiin
arttk somatik mutasyonlarinda en azindan digerine esdeger nitelikte sayilabilecek
derecede korkun¢ sonuclarinin ortaya ¢ikabilecegini ortaya koymaktadirlar. Ciinkdi;
arttk X 1sinlari, ultraviyole radyasyon ve c¢esitli kimyasal maddeler gibi mutajenik
etkenlerin kanserojen nitelikte oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda pek c¢ok
kanserojen nitelikli unsurlarin ayn1 zamanda mutajenik olduklar1 ve ortaya ¢ikardiklari
somatik mutasyonlarla kansere neden olduklar1 gosterilmistir (Sekil 1.5). Kanser
hastaliklarinin pek ¢ok tiirinde DNA tamir sistemlerinin gdrev yapamadigi
bilinmektedir. Nitekim, barsak kanseri vakalarinda Mismatch tamir sisteminin ve deri
kanserlerinde niikleotid eksizyon ve rekombinasyonal tamir mekanizmalarinin gérev
yapmadig1 ayrica DNA’daki cift zincir kirilmalar1 sonucu kan, gogiis ve ovaryum
kanser tiirlerinin goriildiigli rapor edilmektedir (Erensayin 2000; Kawanishi et al. 2001,

Dixon and Kopras 2004; Ferguson et al. 2004).
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Sekil 1.5. Mutajenezisin karsinojenezis ile iligkisi

Metaller diger cevresel karsinojenler gibi somatik insan hiicrelerinde mutasyonlara
neden olmaktadirlar. Yukarida bahsedildigi {lizere kanser olusumu ile mutasyonlar
arasindaki iliski dikkate alindiginda metallerin DNA’da neden oldugu degisimlerin

molekiiler mekanizmalar1 hakkinda ortaya konan bilgiler daha da 6nem kazanmaktadir.

Metallerin hiicrelerde hangi mekanizmalar yoluyla karsinojen etkilere neden oldugu net
olarak bilinmemektedir. Ancak bu metallerin serbest radikaller olusturmak suretiyle
karsinojenez siirecinde etkili olabildikleri diistiniilmektedir (Sekil 1.6) (Galaris and
Evangelou 2002). Demirin kanser olusumundaki rolii kesin olarak anlasilmis
olmamakla birlikte, bu metalin serbest radikal olusumunu kolaylastirarak kanser
olusumunu tesvik ettigi kaydedilmistir (Toyokuni 1996). Demirin yani sira krom (De
Flora 2000), bakir (Lee et al. 2002), kadmiyum (Koizumi and Li 1992), arsenik (Snow
et al. 2005), nikel (Lu et al. 2005), kursun (Valverde et al. 2001), antimon (Cavallo et
al. 2002), bismuth (Tiirkez et al. 2006), civa ve vanadyum (Stohs and Bagchi 1995) gibi
cok sayida metal bilesiklerinin de oksidatif DNA hasar1 yoluyla c¢esitli kanser

olusumlarina neden olduklar farkli aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir.
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Sekil 1.6. Kanser olusumu {izerine metallerin muhtemel etki yollar1

1.2.6. Genotoksisite Testleri

Mutajen ve kanserojen maddelerin O6nemli Ozelliklerinden biri, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili olabilmeleridir. Mevcut kimyasal yontemlerle dokularda
bulunan bu tiir maddelerin kimyasal yapilarinin analitik sekilde tespiti miimkiin
degildir. Kimyasal yontemlerle bu maddelerin tespit edilmesi miimkiin olmadig i¢in,
biyolojik yontem ve indikator canli dokularinda kanserojen ve mutajen madde taramasi

esasina dayanan yontemler 6nem kazanmustir.

Son yillarda yapilan pek c¢ok aragtirma ile mutajenik olan maddelerin genellikle

kanserojen, ayni zamanda kanserojen olan pek ¢ok madenin de mutajenik oldugu

45



gosterilmigtir. Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri heniiz bilinmeyen pek cok
sentetik ve dogal maddenin mutajenik veya kanserojenik potansiyel agisindan test
edilmesi saglik agisindan gereklidir. Ancak laboratuar hayvanlar ile yapilan deneyler
hem ¢ok pahali hem de ¢ok zaman almaktadir. Bu nedenle, in vivo hayvan deneyleri
yerine kimyasal maddelerin kanserojenik ve mutajenik potansiyellerini 6lgebilmek igin
son yillarda bir¢ok in vitro test sistemleri gelistirilmistir. Kisa zaman i¢inde sonug¢lanan
bu testlerle, kimyasal maddelerin belirli genetik ozelliklerde olusturdugu sonuglar
Olgiilmekte ve elde edilen sonucglarla maddelerin mutajenik veya kanserojenik

potansiyelleri arasinda iliskiler kurulmaktadir (Boyacioglu 2004).

Genetik toksikoloji alaninda kullanilan baslica testler,
Kardes-Kromatid Degigimi testi (KKD)

Kromozom Aberasyonlari testi (KA)

Mikrogekirdek testi (MC)

Diger testler (Ames, SCG ve FISH)

1.2.6.a. Kardes-Kromatid Degisimi testi (KKD)

Genetik hasarin tespitinde dogru ve hizli sonuglarin alinabilmesi gerekmektedir. Sister
Chromatid Exchange [SCE = Kardes-Kromatid Degisimi (KKD)] genetik hasarlar
hakkinda bilgi verebilen ve sitogenetikte olduk¢a yaygin bir kullanima sahip olan hassas
bir testtir. Bu sitogenetik test ile analizler gilivenilir, hizli, duyarli ve kantitatiftir

(Ozkiay 1982; Oztiirk 1995; Tatar et al., 2005).

Gerek in vivo gerekse in vitro sartlarda mutajen veya karsinojenlerin DNA’da
olusturacagi harabiyetin analizinde KKD metodu ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.
KKD yonteminde tek bir kromozomun yalnizca bir kromatidi boyandigindan DNA’daki
hasarin boyutunu daha kesin bir sekilde inceleme olanagi vardir (Tanriverdi 1991).
KKD yontemi kiiltiirde replikasyon yapabilen, filogenetik spektrumu Drosophila’dan

insana kadar uzanan tiim organizma hiicrelerinde uygulanabilmektedir. Ayrica Cin
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hamsterinin fibroblast hiicreleri, deri veya akcigerden alinmis insan hiicreleri,
laboratuvar hayvanlarinin ve insanlarin lenfosit kiiltiirleri yaygin olarak calisilan hiicre

hatlaridir (Parali 1994).

KKD, bir kromozomun iki kromatidi arasinda 6zdes segmentlerin simetrik degisimidir
(Rooney ve Czepulkowski 1986). Baska bir ifade ile KKD, kromozomlarda yapisal
degisimle sonu¢lanmayan, replike olan kromozomlarda kromatidler arasinda homolog
bolgelerin karsilikli degisimidir (Carrona and Natarajan 1988; Tucker et al. 1993; Parali
1994).

Boliinen hiicrelerin bulundugu ortama BrdU (5-Bromo-2’deoksiiiridin) eklendiginde,
replikasyon sirasinda yeni olusan DNA ipligine Timin yerine BrdU girer. BrdU
DNA’da timin bazinin bir analogu olup DNA’ya Adenin-Timin baz ¢ifti diizeyinde
baglanir. BrdU, hiicre dongiisiiniin birinci sentez evresinde DNA yapisina katilmaktadir
(Sekil 1.7). Bu asamadan sonra hiicreler ikinci dongiiye girerler. Ikinci sentez
doneminde kardes kromatidlerden biri DNA ¢ift sarmalinin her iki iplik¢igindede
BrdU’yu bulundurmakta, diger kardes kromatidin DNA c¢ift sarmalinin sadece bir
iplik¢igi BrdU icermektedir. Hiicreler iiciincii dongiiye girdiklerinde ise, DNA
iplik¢iklerinin hemen hemen tamami BrdU’yu yapisina almistir. Bu asamalardan gecen
kromozomlar Fluoresan+Giemsa (FPG) teknigi ile boyanir. BrdU Hoechst 33258
florochrom fluoresans boyasi ile baskilanmaktadir. Bunun neticesinde her iki DNA
iplik¢iginde BrdU bulunan kromatidin boya almadigi, sadece tek iplik¢iginde BrdU
bulunan kromatidlerde parga degisimi olmugsa bu kromatidlerin agik koyu boyandigi
goriiliir. Kromatidlerdeki parca degisiminin sayilmasi ile SCE frekansi hesaplanir

(Jansson ef al. 1986; Parali1 1994) (Sekil 1.8 ve 1.9).
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Sekil 1.7. BrdU inkiibasyonu sonucunda SCE tayini. Kesintili (...) goriinen ¢izgiler yeni
sentezlenen ipligi, diiz (-) ¢izgiler atasal ipligi gostermektedir (Mertens et al. 1993, Paral1 1994).

a b c d

Sekil 1.8. KKD’de 1’11, 2°1i ve 3’lii degisimlerin sematik goriiniimii a) 0 degisim, b) 1
degisim, c) 2 degisim, d) 2 degisim
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Sekil 1.9. Ornek metafaz plaginda KKD dagilimi

In vitro veya in vivo sartlarda KKD olusumu iizerinde etkili olabilen pek ¢ok faktor
mevcuttur. Bunlar, kiiltiirlere eklenen BrdU miktar1 (Rodriquez and Morales 2003) ve
antikoagiilant tiirii (Tucker et al. 1993), inkiibasyon sicaklig1 (Carrona and Natarajan
1988), ortamin pH’s1 (Tanriverdi 1991) gibi kiiltiir faktorleri ve viral enfeksiyonlar
(Kurvink et al. 1988), sigara-alkol kullanim1 (Lazutka et al. 1992; Tang et al. 1999), yas
(Ganguly 1995), cinsiyet (Anderson et al. 1986) ve kalitsal hastaliklar (S6nmez 1992;
Aledo et al. 1989) gibi biyolojik faktorler olmak iizere baslica iki grup altinda

toplanabilirler.

Ayrica ilag kullanimi, beslenme sekli, fiziksel veya kimyasal ajanlara maruziyet gibi
faktorlerin de KKD frekansini etkileyebildigi belirtilmistir (Kelsey et al. 1990; Parali
1994).
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1.2.6.b. Kromozom Aberasyonlari testi (KA)

Memeli sistemlerinde kromozom aberasyonlar1 incelenebilen hemen her hiicre ve doku
tipinde tespit edilebilmistir. Kromozom aberasyonlarinin ¢esitli etkenlere (kimyasallara,
iyonize ve iyonize olmayan radyasyona v.b) maruz kalma sonucunda olustugu pek ¢ok
in vivo ve in vitro ¢aligmalarla ortaya konmustur. Nitekim, tiimor hiicreleri {izerinde
yapilan detayl arastirmalar bu hiicrelerin yapisal ve sayisal kromozom degisiklikleri
icerdigini gdstermistir. (Lando et al. 1998; Emri et al. 2000; Demiroglu 2003; Sugai et
al. 2005; Pasha et al. 20006).

Bu test genellikle insan periferal lenfositleri kullanilarak yapilmaktadir. indiiklenmis
kromozomal aberasyonlar kromozom-tipi aberasyonlar (simetrik aberasyonlar) ve
kromatid-tipi aberasyonlar (asimetrik aberasyonlar) olmak iizere iki ana grupta
degerlendirilmektedir. Kimyasal mutajenler kromozom-tipi aberasyonlara yol agmakla
birlikte daha ¢ok kromatid-tipi aberasyonlara neden olmaktadirlar. Bu durum, kimyasal
mutajenlerin  daha ¢ok hiicre siklusunun S safhasinda etkili olduklarini
distindiirmektedir (Adler 1984). Mitoz boliinmenin metafaz asamasi, kromozomlardaki
kirilmalarin ve yeniden birlesmelerin oldugu sathasidir. KA tekniginde hiicreler ig
ipliklerinin inhibisyonuna neden olan bir madde (kolsisin) ilave edilmesiyle metafaz
sathasinda tutulmaktadir. Bu da kromozomlarin kolayca gozlenebilmesine olanak
saglamaktadir. KA testi ile kimyasal maddelerin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde
daha ¢ok kromatid gap, kromatid kirigi, kromozom gap ve kromozom kirig1 denilen

aberasyon ¢esitlerinin oranlar1 arastirilmistir (Sekil 1.10 ve 1.11).

Kromatid gaplar1 yada kromatid agikliklar1 kromatid kolunda boyanmamis kisimlar
olarak goriillirler. Bu agikliklar kromatid koluyla ayni uzantidadir ve kromatid koluyla
arasindaki uzaklik kol kalinligina esit yada kiigiiktiir. Baz1 arastirmacilarin kromatid
acikliklari1 kromozomal aberasyon olarak degerlendirilmesi yoniindeki goriiglerine
ragmen genellikle aksi kabul gormistiir. Kromatid kiriklar1 ise kromatid kolundaki
kopmalardan olusmaktadir. Kromatid kiriklarinda aradaki bosluk  kromatid kol
kalinligindan daha genistir ve dogrultusu da ¢cogunlukla farklidir (Demiroglu 2003).
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Sekil 1.10. Baglica kromozomal aberasyon tiirleri: a) normal kromozom, b) kromatid
gap, c-d) kromatid kirig1, e) kromozom gap, f-g) kromozom kirig1

®»
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Sekil 1.11. Kromozomal aberasyon tiirleri 1. kromozom gap, 2. kromatid kirigi,
3-4. kromozom kirig1
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KKD metodunda oldugu gibi in vitro veya in vivo sartlarda kromozom aberasyonlari
tizerinde viral enfeksiyonlar (Chieco-Bianchi et al. 1988), sigara ve alkol kullanimi
(Sunil Kumar et al. 1993; Albrecht et al. 2004), kalitsal hastaliklar (Margiotta et al.
1981) ile yas ve cinsiyet (Das et al. 1981; Richard et al. 1993) gibi faktorlerin de etkili
oldugu kaydedilmistir.

1.2.6.c. Mikrocekirdek testi (MC)

Sitologlar tarafindan mikrogekirdegin yapist ve orijini ylizyilin basindan beri
bilinmesine karsin mutajenite potansiyellerinin dlgiilmesinde kullanimi yenidir (ilbars
1997). Insan periferal kan lenfositlerinde mikrocekirdek sikliginin kromozom
hasarlarinin bir gostergesi olarak kullanilmasi ilk kez 1976 yilinda Courtyman ve
Heddle tarafindan onerilmistir. Ancak daha sonra bu yontem Fenech ve Morley (1985 a,

b) tarafindan gelistirilmis ve Cytokinesis Block Micronucleus (CBMN) ismi verilmistir.

Mikrogekirdekler hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil
olmayan tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koéken alan
olusumlardir. Insan hiicrelerinde DNA hasarlarinin kromozom seviyesinde giivenilir
olarak degerlendirilmesini saglayan mikrogekirdek yontemi genetik toksikoloji alaninda
cok yogun olarak kullanilmaktadir (Fenech 1993; Lando et al. 1998). MN sayisindaki
artis ¢esitli kimyasallarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin indirekt gdstergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran
ajanlar, sentromer boliinme hatalarma ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarina
yol agarak, klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak MC olusumuna yol agarlar
(Demirel ve Zamani 2002). Bu nedenle MC testi hiicrelerde hem klastojenik hemde
andjenik etkilerin bir arada degerlendirilmesine olanak veren tek biyomarkirdir (Fenech

1993).

CBMN metodu kiif mantarlarinin bir metaboliti olan Cythochalasin-B (C,9 H37NOs,

Cyt-B) ile mitoz geciren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanir. Plazma
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membraninda yiiksek molekiiler agirliga sahip bazi kompleksler mevcuttur. Bunlar
aktin polimerizasyonu ve dolayisiyla da mikrofilamentlerin bir araya gelis siirecini
indiiklemektedir. Mikrofilamentlerin bir araya gelmesi plazmadaki yariklanma
baslangict i¢in gereklidir. Cyt-B mikrofilament aktivitesini inhibe ederek sitokinezisi
durdurur. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda (1-6 pg/ml) Cyt-B
metabolitinin ilavesiyle, karyokinezi tamamlamis, ancak sitokinezi gerceklestirmemis
cift cekirdekli hiicreler olusturulmakta ve MC bulunduran hiicrelerin orani tespit

edilebilmektedir (Fenech 2000; Kutbay 2001; Demirel ve Zamani 2002) (Sekil 1.12 a, b

ve 1.13).

Sitokinezin durdurulmasi

oo T

*
=S O

Sekil 1.12. Mikrogekirdek olusum mekanizmasi (a) ve farkl: tiplerde mikrogekirdek
olugsumlari (b).
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Sekil 1.13. Farkli Mikrogekirdek olusumu 6rnekleri

MC sayimi Courtyman ve Heddle (1976) tarafindan ortaya konan kriterlere gore
yapilmaktadir. Bu kriterler:

= MN capinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kiigiik olmast,

* Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmasi,

= MN’lerin asil ¢ekirdege bagli veya bitisik olmamasi,

= Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift cekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi

esaslarini kapsamaktadir (Fenech 2000; Demirel ve Zamani 2002).

Daha 6nce bahsedilen testlerde oldugu gibi in vitro veya in vivo sartlarda sigara ve alkol

kullanim1 (Maftei et al. 2002), yas (Thierens et al. 1996), cinsiyet (Barale et al. 1998),
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cesitli kronik ve enfeksiyonal hastaliklar, yasam tarzi, ilaglar ile fiziksel ve kimyasal
ajanlara maruziyet (Neri et al. 2003; Pelevina et al. 2005) gibi faktorler MC’lerin

olusmasinda etkili olmaktadirlar.

1.2.6.d. Diger genotoksisite testleri

Genetik toksikolojide kimyasallarin mutajenite veya karsinojenite potansiyellerinin
belirlenmesinde KKD, KA ve MC testlerinin disinda farkli testlerde kullanilmaktadir.
Bunlardan biri olan Ames testi etkinligi, ucuz olmasi ve hizli uygulanabilirligi
nedeniyle yaygin olarak kullanilan ve iyi sekilde karakterize edilmis bir testtir. Bruce
Ames ve arkadaglar1 tarafinda gelistirilmis olan bu testin kanserojenik maddeleri tespit
etme konusundaki hassasiyeti oldukca yiiksektir. Bu testin esasi, etkinligi arastirilan
kimyasal maddenin varlifinda veya yoklugunda, histidine gereksinim duyan mutant
bakterili (Salmonella thphimurium mutant suslari) ortamda geri mutasyon (revertants)
sonucu olusan histidine bagimsiz bakteri ¢ogalmasina dayanmaktadir (Eken 2003;

Boyacioglu 2004).

SCG (single cell gel) elektroforezi veya komet testi hiicresel seviyede DNA hasarini ve
tamirini degerlendirmede kullanilan olduk¢a hizli ve duyarli bir testtir. Bu testle az
sayida hiicre (<10.000) kullanilarak ¢ok diisiik seviyelerdeki DNA hasarlar1 bile tespit
edilebilmektedir (Tice et al. 2000; Lee and Steinert 2003). Floresans in situ
hibridizasyon (FISH) teknigi de genetik toksikoloji alaninda yaygin olarak
kullanilmakta olup DNA hasarinin sadece mitoz safhasinda degil interfaz sathasinda da

tespitini miimkiin kilmaktadir (Maluszynska et al. 2003).

1.3. Oksidatif Stres

Oksijen kullanimiin dogal bir sonucu olarak aerobik organizmalarda %]1-2 oraninda
reaktif oksijen metabolitleri (ROM) meydana gelmektedir. Basta mitokondriyal elektron

transportu olmak tlizere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez
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ve degredasyon reaksiyonlarinda ROM olusmakta ve prooksidan/antioksidan dengenin
prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar
ile biyomolekiillere hasar vermektedir (Cooke et al. 2003; Burcak ve Andican 2004).
Oksidatif stres, basit bir sekilde viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid
tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi arasindaki dengesizlik
olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres toksisitenin muhtemel bir mekanizmasi olarak

son on yildir toksikolojik arastirmalarin odagi haline gelmistir (Mercan 2004).

1.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar, kanser, alerji, diabet,
katarakt gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadiklarindan dolay1 son zamanlarda
tizerinde en ¢ok calisilan konular arasinda yer almaktadir. Serbest radikaller, bir veya
daha fazla eslenmemis elektron ihtiva eden atom veya molekiiller olup bu elektronlarini
paylasabilmek i¢in diger molekiillerle hizla reaksiyona girmektedirler. Radikallerle
reaksiyona giren molekiillerin bir elektronu azaldigi icin onlar da reaktif hale
gelmektedirler. Bir radikalin diger molekiillerle etkilesmesi araya bir antioksidan sistem
girene kadar, zincirleme reaksiyon seklinde devam etmektedir (Akkus 1995, Aydilek ve

Aksakal 2003).

Serbest radikaller baslica {i¢ yolla olusabilmektedir:
Kovalent bagin homolitik yarilmasi: Bir molekiilii olusturan kovalent bagin homolitik
yarilmasi sonucu eslenmis elektronlardan her birinin ayr1 parcada kalmasi ile serbest
radikaller meydana gelmektedir.

X:Y—> X-+Y:
Bir molekiiliin elektron kaybetmesi: Molekiiliin yapisindaki atomlarin birisinden
elektron uzaklagtirilmasi sonucu olusmaktadir.

X— X-+e

Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi: Bir molekiil yapisina elektron eklenmesi
sonucu reaktif 6zellikler tasiyan yapilar olusmaktadir.

X+e— X
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1.3.2. Serbest Radikal Kaynaklar:

1.3.2.a. Elektron Transport Zinciri

Normal kosullarda mitokondri, sitokrom oksidaz sistemi ile oksijeni suya indirgeyerek
detoksifiye etmektedir. Elektron transport zincirinde yer alan pek ¢ok bilesik (NAD,
FAD, Koenzim Q gibi) oksijen ile tepkimeye girerek O- ? salinimma neden olmaktadir.
Bu tek degerli oksijen kagagi olarak tanimlanmaktadir. Bu kagaga neden olan faktorler
bilinmemektedir. Normal kosullarda bu kacak hiicrenin savunma sistemleri ile yok
edilebilmektedir. Ancak oksidatif stres durumunda savunma sistemleri yetersiz
kalmakta ve mitokondriada hasar olusmaktadir. Bu hasar sonucu hiicrenin enerji
sisteminin etkilenmesi ile ATP kullanimindaki artisa ve ATP sentezindeki azalmaya

bagli olarak hiicrede ATP diizeyi hizla diigsmektedir.

1.3.2.b. Redoks Dongiisii

Kimyasallardan serbest radikal olusumu icin diger bir mekanizma da redoks
dongiistidiir. Baz1 kimyasallar (parakuat, bleomisin ve furasemid gibi) alternatif bir
redoks donglisiine girerler. Ciftlenmemis elektron kazanma egiliminde olan bu kimyasal
bilesiklerden olusan radikal tekrar ana bilesige doniismek igin kolayca oksijenle
oksitlenir ve sonucta O, olusur. Olusan ksenobiyotik radikali ile O intraselliiler ferritin
depolarindan demiri serbest hale getirebilme Ozelligine sahiptirler. Sitozole salinan
demir ise serbest radikallerden daha aktif ve yikici olan HO gibi ikincil radikallerin

olusumunda katalitik rol oynamaktadirlar (Onat vd., 2002).

1.3.2.c. Endoplazmik retikulum

Bir ¢ok hayvan ve bazi bitki dokularinda endoplazmik retikulum baglica sitokrom P-450
denilen sitokromlar1 igerir. Bunlara P-450 denmesinin nedeni indirgenmis sitokromlarin

karbon monoksit ile bir kompleks olusturmasi ve bu kompleksin 450 nm dalga
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boyundaki 15181 absorbe etmesinden dolayidir. Kimyasal ajanlardan serbest radikal
olugsmasinda en Onemli mekanizma, ksenobiyotiklerin mikrozomal sitokrom P-450
sistemi ile aktivasyonudur. Bu sistem molekiillere bir elektron ilavesi ile veya
molekiilden bir atom ¢ikararak serbest radikal olusturur. Son durumda elektrofilik bir
bilesik meydana gelir. Olusan bu elektrofilik iiriin pek ¢ok endojen makro molekiille
(DNA, RNA ve enzimler v.b) kovalent baglanarak toksisiteye yol agmaktadir (Eken
2003).

1.3.2.d. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Poli-doymamis yag asitlerinin, doymus yag asitlerine gore, hidrojen koparilmasiyla
olusan radikalin ¢ift bagin konjugasyonuyla kararli hale getirilmesi ve bdylece de
hidrojenin daha kolay koparilmasina sebep olmalar1 nedeniyle, otooksidasyona daha
yatkin olduklar1 belirtilmektedir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein
kinaz aktivasyonuna ve plazma membraninda arasidonik asit salinimina yol agcar.
Membran lipidlerinin yag asitlerinden biri olan arasidonik asitin enzimatik oksidasyonu
sonucu farkli serbest radikal ara iriinleri meydana gelmektedir (Halliwell and

Gutteridge 1989; Eken 2003; Mavi 2005).

Serbest radikal kaynaklar1 yukarida belirtilenler kadar degildir. Iskemi, hemoraji,
travma ve radyoaktivite gibi durumlar, aliskanlik yapan maddelerin ve ilaglarin
kullanilmasi, uzun siireli metabolik hastaliklar, sicak soku, sigara ve alkol kullanimu,
giines 151nna maruz kalma ve yaslanma sonucunda organizmada serbest radikaller
olusabilmektedir (Cavdar vd 1997). Serbest radikallerin kaynaklar1 Sekil 1.14’te
Ozetlenmistir (Lachance ef al. 2001; Willcox et al. 2004).
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Hiicresel Metabolizma
Elektron Tasima Zinciri

Yaralanma

Iskemi ﬂ l

T~

Serbest I Enflamatuvar
: Cevap
iyonizasyon —* Radikaller \
Radyasyon .
I I Ilaclar
Hava Kirliligi Sigara ve Alkol
Kullanimi

Sekil 1.14. Serbest Radikal Kaynaklar1 (Ozet)

1.3.3. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Metabolitleri

Oksijenin iki eslesmis elektron bulundurmasi, onun serbest radikallerle, radikal olmayan
diger maddelere gore daha kolay reaksiyona girmesini saglar. Bu sebeple biyolojik
sistemlerde en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Molekiiler O,
en son H,O’ya indirgenir ve bu reaksiyonlar esnasinda kismi rediiksiyonla ¢ok sayida
reaktif iirlinler olusabilir (Onat vd 2002; Alp 2005). Reaktif oksijen tiirleri ve kimyasal
formiilasyonlar1 Cizelge 1.18’de verilmistir (Halliwell 1996).

Cizelge 1.18. Reaktif oksijen tiirleri ve kimyasal formiilleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksit 0, Hidrojen Peroksit H>,O,
Hidroksil OH’ Singlet Oksijen Ag 'O, 2'0,
Peroksil RO,* Hipoklorik Asit HOCI
Alkoksil RO® Hipobromik Asit HOBr
Perhidroksi HO,' Ozon 0;
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Oksijen molekiilii, orbitalinde ¢iftlenmemis elektron tagiyorsa sliperoksit radikali olarak
adlandirilir (Cavdar vd 1997). Bu radikal, H,O, kaynagi olma ve ge¢is metalleri
iyonlarinm1 indirgeme Ozelliklerinden dolayr olduk¢a onemlidir (Weiss and LoBuglio
1982). Siiperoksit, 7.2°lik pH’da yaklasik 3.8x10° M/s sabitesinde siiperoksit dismutaz
enzimi ile daha stabil bir metabolit olan hidrojen peroksite doniismektedir. Siiperoksit
radikali bakir gibi ge¢is metalleriyle reaksiyonlara kolaylikla girmekte ve H,O, ile
Haber-Weis tepkimesini vererek olduk¢a toksik olan hidroksil radikalinin meydana

getirmektedir.

0, +H,0, —>0OH' +OH + O,

Demir iyonlar1 varliginda ise Fenton tepkimesi ger¢eklesmektedir.

Fe™ + O, — Fe 24 O,

Fe 2 + H,0, — Fe™ + OH' + OH™

Hem oksitleyici hem de rediikleyici 6zellige sahip olan siiperoksit radikali hidroksil
radikaline gore daha az reaktiftir ancak tesekkiil ettigi hiicre boliimiinden daha uzak
yerlere kolaylikla gecerek farkli radikallerin olugsmasina ve doku hasarina neden
olabilmektedir (Haber and Weiss 1934; Del Maestro et al. 1980; Akkus 1995; Diindar
ve Arslan 1999; Yildirim 2003). Siiperoksit radikali ayrica hidroksil radikali ile de
reaksiyona girerek singlet oksijeni meydana getirebilmektedir. Dogal biyolojik
reaksiyonlarin bir sonucu olarak tesekkiil eden singlet oksijen bir radikal olmamasina
ragmen reaktif bir metabolittir (Cristophersen et al. 1991; Robinson 1998). Singlet
oksijenin nasil meydana geldigi konusunda farkli goriisler ortaya konmustur. Long ve
Bielski (1980), bu metabolitin HOCl ve O, etkilesiminden olustugunu belirtirken,
Harrison ve Schultz (1976), asin H,O, varliginda kloridin oksidasyonu sonucu

olustugunu rapor etmistir.
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Hipoklorik asitte radikal olmamasina karsin ROM igerisinde yer almaktadir. Notrofiller
sahip olduklar1 enzim (miyeloperoksidaz, MPO) araciligiyla H,O, molekiiliinii kloriir
iyonuyla birlestirerek antibakteriyel bir ajan olan HOCI’e doniistiirtirler.

H,0, + CI'—— HOCI + OH"

Bu metabolit tiyol gruplarini, amino asitleri ve niikleotidleri kolaylikla

oksitleyebilmektedir (Eken 2003).

ROM igerisinde yer alan perhidroksi ve peroksil radikallerinin lipidlerde ¢oziinerek
lipid peroksidasyonunu hizlandirdigi, alkoksil radikallerinin ise organik peroksitlerin
yikilmasi sonucu meydana geldigi kaydedilmistir (Breimer 1991; Cheesman and Slater
1993; Thomas 1995; Arslan ve Diindar 2000). Ozon (Os) bir radikal olmamasina
ragmen c¢ok sayida organik molekiille reaksiyona girerek yeni radikal tiirlerinin
olusumuna ve lipid peroksidasyonuna neden olabilmektedir. insan eritrositleri ozona
maruz kaldiginda membran enzimleri inaktif hale gelmis ve protein agregatlar1 tesekkiil
etmistir. Ancak ozon tarafindan ortaya konan lipid peroksidasyonunun mekanizmasi

heniiz aydinlatilamamistir (Halliwel and Gutteridge 1989).

1.3.4. Reaktif Azot Tiirleri (Reactive Nitrogen Species, RNS)

Serbest radikal biyokimyasi iizerine son on yildir yiiriitiillen ¢ok sayida arastirma
sonucunda reaktif azot tiirleri terimi biyoloji literatiiriine kazandirilmistir. Daha 6nce
bahsedilen reaktif oksijen tiirlerinin yani sira viicudumuz igerisinde reaktif azot tiirleri
de tesekkiil etmektedir. Baslica RNS tiirleri asagidaki ¢izelgede gosterilmistir (Halliwell
1996).
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Cizelge 1.19. Reaktif azot tiirleri ve kimyasal formiilleri

Reaktif AzotTirleri
Radikaller Radikal Olmayanlar

Nitrik oksit NO- Nitroz asit HNO,

Azot dioksit NO, Peroksi nitrit ONOO™
Nitrozil katyonu NO*
Nitrozil anyonu NO~
Diazot trioksit N>,03
Diazot tetraoksit N,04
Peroksinitroz asit ONOOH
Alkilperoksi nitrit ROONO

NO-, vaskiiler endotelde, fagositlerde ve beyin dokusunda {iretilen “relaxin factor”
olarak bilinen ve 6nemli fizyolojik fonksiyonlar1 olan bir serbest radikaldir. Fakat bu
radikalin fazlasi toksik etkiler gostermektedir. Biyolojik sistemlerde biitiin reaktif azot

tiirlerinin temel kaynagi NO-’ tir (Patel ez al. 1999; Alp 2005).

NO- ile Oy radikali birleserek reaktif bir tiir olan peroksinitriti olusturur. Bu
olusumdan sonra NO’in normal fizyolojik etkisi inhibe olur. Olusan peroksinitrit NO
veya NO, ilave ederek (nitrozasyon veya nitrasyon) biyolojik molekiillerin
oksidasyonlarina yol agmaktadir. Ayrica miyeloperoksidaz enzimininde nitrasyon
reaksiyonlariin olusmasina neden olabilecegi kaydedilmistir. Nitrik oksit sentez (NOS)
enziminin aktivasyonu sonucu NO- ile birlikte O, " de olusabilmektedir. Hiicrelerde O,-"
radikalinin ksantin oksidaz (XOD) ve NAD(P)H oksidaz (mitokondrilerde) gibi baska
potansiyel kaynaklar1 da mevcuttur (Beckman et al. 1990; Huie and Padmaja 1993;
Patel et al. 1999; Valko et al. 2006). Hiicre haberlesme sistemlerini etkilemeleri ve NO
vericilerini olusturmalar1 nedenleriyle nitrasyon (6rnegin nitrotirozin olusumu) veya
nitrozasyon (O0rnegin S-nitrozoglutatyon olusumu) reaksiyonlar1 biyolojik olarak
oldukca 6nemli olan reaksiyonlar arasinda yer almaktadir. RNS olusumuna yol agan

NO- bagimli reaksiyonlar sekil 1.15°te gosterilmistir (Patel ef al. 1999).
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Sekil 1.15. NO* bagimli reaksiyonlar ve RNS’nin olusumu

Peroksinitrit (ONOQ") diisiik molekiiler agirlikli ve tiyol bagl proteinlerle reaksiyona
girerek tiyol oksadsyonuna yol agmaktadir (Gatti et al. 1994). ONOO™ nedenli oksidatif
hasarlara karsi asil koruyucu rolii glutatyon {istlenmektedir (Karoui ef al. 1996).
Hidrofobik ortamda NO- ile oksijenin reaksiyon hiz1 300 kat daha fazladir (Liu et al.
1998). Bunun dogal bir sonucu olarak ta lipid membranlarinda diazot trioksit, diazot
tetraoksit tiirleri ile azot dioksit radikali meydana gelmektedir (Wink ez al. 1993). Nitrik
oksitin yalniz bagina lipid peroksidasyonuna yol agmadig1 ancak azot dioksit radikalinin
lipid oksidasyonunun baslamasina neden oldugu kaydedilmistir (Rubbo et al. 1994).
Bununla birlikte RNS’nin biyolojik etkileri konusunda bilinenlerin fazla olmadig1 ve

biyokimyasal agidan daha ¢ok ele alinmasi gerektigi vurgulanmistir (Patel et al. 1999).

1.3.5. Metal-Oksidatif Stres iliskisi

Metallerin biyolojik sistemlerde toksik etkilerini ortaya koyarken reaktif oksijen
ve azot tiirlerini meydana getirdigi ¢esitli arastirmalarla ortaya konmustur. Metallerin

varliginda meydana gelen serbest radikaller DNA bazlarinda modifikasyonlara, lipid
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peroksidasyonunun hizlanmasina ve kalsiyum ile siilfidril homeostasilerinde
degisimlere neden olabilmektedir (Chen et al. 2001; Leonard et al. 2004). Insanlar ve
hayvanlar {lizerinde yapilan ¢aligmalar organizmada yiiksek demir varligimnin kanserin
yani sira bazi vaskiiler ve norolojik hastaliklarin olusma riskini artirdigini ortaya
koymustur (Siah et al. 2005). Demir (Fe) metalinin varliginda olusan serbest
radikallerin DNA hasarina yol actigi ve bunun sonucunda da kanserin gelistigi rapor
edilmistir (Ullen et al. 1997). Demire benzer sekilde bakirinda pro-oksidan ozellikte
oldugu ve lipid peroksidasyonu reaksiyonlarina katilabildigi kaydedilmistir (Wu et al.
2004). Krom’un (Cr) farkli degerlikli (III ve V) bilesiklerinin hiicre membranlarindan
kolayca gegerek serbest radikalleri meydana getirebilecegi rapor edilmistir (Liu and Shi
2001). Kasprazk (2002), Cr (V) bilesiklerinin fenton reaksiyonlari yoluyla DNA
hasarina yol agan bir hidroksil radikali olusturabilecegini ortaya koymustur. Hanna vd
(1992), in vitro sartlarda kobalt (Co) bilesiklerinin de serbest radikal olusumuna neden
olduklarini rapor etmislerdir. Benzer sekilde Nackerdien vd (1991) in vivo sartlarda Co
(I)’in Fenton reaksiyonu yoluyla radikaller olusturarak oksidatif DNA hasarina yol
actigin1 gozlemlemislerdir. Fe, Cu, Cr ve Co metallerinin yani sira vanadyum (V)
(Evangelou 2002, Crans et al. 2004), kadmiyum (Cd) (Casalino et al. 1997; Galan et al.
2001), arsenik (As) (Yamanaka ef al. 2001; Kamat et al. 2005) ve nikel (Ni) (Candan
2002) bilesiklerinin de serbest radikal olusumunda etkili olarak oksidatif strese yol
actiklar1 kaydedilmistir.

1.3.6. Serbest Radikallerin Hasar Verici Reaksiyonlari

Reaktif oksijen ve azot tiirleri pek ¢ok hiicresel yapiy1 etkileyerek hiicre hasarlarina yol
agmaktadirlar. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri Sekil 1.16’da Ozetlenmistir

(Aruoma 1998; Mavi 2006).
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Sekil 1. 16. Oksidatif stresin neden oldugu hiicre hasarlari




Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak seviyede meydana
geldikleri zaman organizmada farkli hasarlara yol agmaktadirlar. Biyomolekiillerin
hemen tamami (lipidler, proteinler, karbohidratlar, niikleik asitler, enzimler v.b) bu
radikallerden etkilenmektedir. Fakat biyomolekiiller arasinda en kolay etkilenen

bilesikler lipidlerdir.

1.3.6.a. Membran Lipidlerine Etkileri

Hiicre membranlar1 radikaller tarafindan kolaylikla etkilenen poliansature yag asitleri
(PUFAs) bakimindan zengindir. Lipid peroksidasyonu olarak bilinen PUFAs’nin
oksidatif yolla yikim1 kendi kendini devam ettiren zincir seklinde ilerledigi i¢in oldukca
hasar vericidir. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri

dontistimstizdiir (Candan 2002; Lambeth 2004; Mavi 2006).

Membran lipidlerinin yapisini olusturan baslica yag asitleri palmitik asit, stearik asit,
linoleik asit, arasidonik asit, gliserol, sfingozin ve inozitol’dur (Halliwell and Gutteridge
1989). Yag asitleri ile birlesen radikal 6ncelikle bir dizi reaksiyonun baglamasina neden
olmaktadir. Ilk olarak yag asidi radikalinin oksijenle birlesmesi sonucu lipid peroksid
radikali (ROO') meydana gelmektedir. Lipid peroksid radikalleri yag asitleriyle
reaksiyona girerek hidroperoksitleri olusturmaktadir. Bu peroksit iirlinlerinden
ortamdaki metal iyonlarmin (Fe ve Cu gibi) katalizorliigiinde malondialdehid
(MDA)’lerin de i¢inde bulundugu aldehitler ile etan ve pentan gibi hidrokarbon yapida
yikim iriinleri elde edilmektedir (Onat et al. 2002; Eken 2003). Lipid
peroksidasyonunun asamalar1 Sekil 1.17°de gosterilmektedir (Alessio 2000; Willcox et
al. 2004).
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Sekil 1.17. Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonu

Lipid peroksidasyonu sonucu membran gecirgenliginin artmasi ile membran
enzimlerinin aktivitesi azalmakta ve hiicreye Ca™ girisi artmaktadir. Buna bagl olarak
fosfolipaz aktivitesi artarak fosfolipid kaybina neden olmaktadir. Membran
gecirgenligindeki bu degisiklige ve potansiyel kaybina bagl olarak toksik etkilerde
artis, proteolitik etkide siddetlenme, katabolik enzim aktivitesinde artis ve DNA
hasarlar1 gibi olumsuz durumlar ortaya c¢ikmaktadir. Lipidlerden arasidonik asit

metabolizmasi neticesinde serbest radikal iiretimine enzimatik lipid peroksidasyonu,
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diger radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonuna ise enzimatik olmayan
(non-enzimatik) lipid peroksidasyonu denmektedir. Arasidonik asitin oksidasyonu
(otooksidasyonu) i¢in dnerilen model mekanizma Sekil 1.18’de gosterilmistir (Halliwell

and Gutteridge 1989).

Aragidonk asit

4 11 g
W\vf_wx/\/m
H
Wf:\f:wmﬂ
13
11
A S T T AT
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e __\V/::\V/\MJIEH

\ B
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S]ldjlc_ perok_sﬂ

/\/\/\A)\/W—V\m

Silkdlik endoperolesit

O
Hidroliz veya 151

o
0 D+D1gerumnler

MDA

Sekil 1.18. Arasidonik asit otooksidasyon mekanizmas1 (Halliwell and Gutteridge1989).

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA ve aldehid yapidaki diger {iriinlerin

(formaldehid ve asetaldehid gibi) mutajenik ve karsinojenik etkileri oldugu rapor
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edilmistir (Esterbauer et al. 1991, Chaudhary ef al. 1994). Peroksidasyonla olusan MDA
membran bilesenlerinin ¢apraz baglanmasina ve polimerizasyonuna neden olarak
deformasyonlara neden olmaktadir. Ayrica bu {iriin iyon taginmasi, enzim aktivitesi ve
hiicre ylizeyi bilesenlerinin agregasyonu gibi membran oOzelliklerini  degistirdigi
bilinmektedir. Bu etkileri sebebiyle MDA’in mutajenik ve karsinojenik oldugu
diisiiniilmektedir. MDA seviyelerinin 6l¢lilmesi lipid peroksidasyonlarinin tesbitinde

siklikla kullanilmakta ve peroksidasyon derecesiyle iyi korelasyon gostermektedir

(Candan 2002).

1.3.6.b. Proteinlere ve Karbonhidratlara Etkileri

Proteinlerde serbest radikallere, aldehidlere ve diger peroksidasyon firiinlerine karsi
olduk¢a duyarlhidir. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme derecesi amino asit
iceriklerine, amino asitlerin yapilarindaki kompozisyonlarmma ve olusan hasarin
onarilabilirligine gore degismektedir. Siilfiir iceren molekiillerin bu radikallerle
reaktivitelerinin yiliksek olmasi nedeniyle triptofan, sistein, tirozin, fenil alanin,
metiyonin ve histidin amino asitlerini bulunduran proteinler daha kolay etkilenmektedir.
Sonugta stlfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelerek IgG ve
albumin gibi pek c¢ok distilfiir bag1 bulunduran proteinlerin {i¢ boyutlu yapisini bozarlar
ve bu proteinler artik normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Hemo proteinlerde
serbest radikallerden olumsuz etkilenirler. H,O, hemoglobinin degredasyonuna neden
olarak serbest demir iyonunun olusmasma ve sonugta OH tesekkiiline neden

olmaktadir.

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,O,, peroksitler ve okzoaldehidler meydana
gelmektedir. Bunlarin pek ¢ok kronik hastaligin patojenezinde etkin rol aldiklari
diistiniilmektedir. Okzoaldehidler niikleik asitlere ve proteinlere baglanarak kanser
gelisimi ve yaglanma siirecinde 6nemli rol oynamaktadir (Halliwell and Gutteridge

1989; Yildirim 2003).
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1.3.6.c. DNA Uzerine Etkileri

Bir insan hiicresinin giinde yaklasik 1.5x10" defa serbest radikallerce diizenlenen
oksidatif saldirtya maruz kaldigr tahmin edilmektedir (Beckman and Ames 1997).
Hidroksil radikalinin DNA molekiiliiniin tiim bilesenleriyle reaksiyona girdigi ve hem
piirin hemde pirimidin bazlar1 ile deoksiriboz iskeletinde hasarlara neden oldugu
bilinmektedir (Dizdaroglu et al. 2002). Oksidatif stres sonucu genetik materyalde
olusan bu kalict degisimlerin mutajenez, karsinojenez ve yaslanmada ilk basamaklar
oldugu rapor edilmistir. Cesitli kanser dokularinda serbest radikal maruziyeti sonucu
olusmus DNA hasarlar1 gézlenmistir. DNA’nin oksidasyonu sonucu olusmus olan
100°’den fazla iiriin tespit edilmistir. Reaktif oksijen metabolitleri DNA’da tek veya cift
zincir kiriklarina, piirin, pirimidin bazlarinda ve deoksiriboz sekerde modifikasyonlara
ve zincirler arasinda ¢apraz baglanmalara neden olarak genetik hasar olusturmaktadir.
Genetik hasar sonucu, genomik kararsizlik, replikasyon hatalari, transkripsiyon ve
haberlesme mekanizmalarinda aksamalar gibi kanser olusumu ile ilgili olan pek cok
durum ortaya ¢ikabilmektedir (Marnett 2000; Cooke et al. 2003). DNA’daki yapisal
degisimlerin hangi yollarla mutasyonlara neden oldugu asagidaki sekilde gosterilmigtir

(Willcox et al. 2004).
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OKSIDATIF DNA HASARI

A 4

Bazlarda kimyasal degismeler DNA
konformasyonunda
v degismeler
Replikasyonun
engellenmesi
v v
“Hot Spot” H baglarinda ) .
Mutajenisitesi degismeler Hatal1 Replikasyon
v
Hataya egilimli
bypass
v
MUTASYONLAR

A

Sekil 1.19. Oksidatif stres ve mutasyonlarin olusumu

Bir oksidize DNA {iiriinii olan 8-hidroksiguanin (§8-OH-G) mutajenez ve karsinojenez ile

ilgili olmas1 bakimindan olduk¢a onemlidir. insan idrarinda 8-OH-G varli1 ilk kez

Ames vd (1989) tarafindan ortaya konmustur (Shigenaga et al. 1989). 8-OH-G

karsinojenezin potansiyel bir biyomarkir1 olmasinin yanisira organizmadaki oksidatif

stresin 1yi bir gostergesidir. 8-OH-G’in olusumu Sekil 1.20°de gosterilmistir (Valko et

al. 2006).
0 o 0
eﬂ\,;m N oH LY
"*i Y + OH —> 'ji*:‘jl X ohsidasyon  HY I H-on
NN N 1 e W Pl HNT NN
2 H 2 H
Chuatin a-hidrolkesiguann
(3-OH-G)

Sekil 1. 20. Guanin bazinin hidroksil radikali ile reaksiyonu ve 8-OH-G olusumu
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ROM’nin yani sira peroksinitrit, azot dioksit, diazot trioksit ve diazot tetraoksit gibi
RNS’de DNA hasarina neden olmaktadir (Brown and Borutaite 2001, Xu et al. 2002).
Yukaridaki reaksiyonun bir benzeri olarak, guanin ile peroksinitrit etkilesimi sonucu 8-
nitroguanin olusmakta ve bu reaksiyon sonucunda G : C— T : A transversiyonlari
meydana gelmektedir. Ancak 8-nitroguanin ile kanser olusumu arasindaki muhtemel
iliski heniiz anlagilamamigtir. Oksidatif DNA hasar1 sonucu olusan énemli oksidasyon

tiriinleri gekil 1.21 ve 1.22°de gosterilmistir (Wallace 2002; Evans et al. 2004).
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Sekil 1.21. Oksidatif hasar sonucu DNA bazlarindan olusan baslica iiriinler
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Sekil 1.22. DNA’nin seker ucundaki oksidatif hasar sonucu olusan baslica iiriinler

Serbest radikaller ile niikleer DNA hasar1 arasindaki iliski yogun olarak calisilmisg
olmakla birlikte bu radikallerin mitokondriyal DNA’da da hasara yol actig1 rapor
edilmistir (Inoue et al. 2003).

Insanlardaki pek cok kanser vakalarinda mitokondriyal genlerin expresyonlarinda
farkliliklar ve mutasyonlar tespit edilmistir. Inoue ve arkadaslari (2003) mitokondriyal
DNA’nin niikleer DNA’ya kiyasla oksidasyona daha duyarli oldugunu rapor

etmislerdir. Bu durumun nedenlerini; fizyolojik sartlar dogrultusunda mitokondrilerin
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tilkketilen oksijenin % 5’ini siiperoksit anyonuna sonra hidrojen peroksite doniistiirmesi,
mitokondriyal DNA tamir kapasitesinin sinirli olmasi ve mitokondriyal DNA’nin histon

proteinleri tarafindan korunuyor olmamasi ile agiklamislardir.

1.3.7. Oksidatif DNA Hasarimin Hastaliklardaki Rolii

Mutasyonlar ile iliskisi dikkate alindiginda etiyolojisinde oksidatif DNA hasarinin rol
aldigt en onemli hastalik kanserdir. Kanser olusumu olduk¢ca kompleks ve cok
basamakli bir siire¢ olup en basit halde baglama, ilerleme ve tiimor konversiyonu
(progresyon) olmak {iizere ¢ sathada aciklanmaktadir. Bu siirecte DNA
mutasyonlarinin, proto-onkojen aktivasyonlarmin ve timor baskilayic1 genlerin
inaktivasyonlarinin da rol oynadigi ancak oksidatif mekanizmalarin bu siirecin her

adiminda etkin roller listlendigi agik¢a ortaya konmustur (Guyton and Kensler 1993).

Klinik ve epidemiyolojik ¢aligmalar kanser olusumunda serbest radikallerin ve diger
reaktif metabolitlerin ¢ok etkili oldugu goriisiinii  desteklemektedir. Nitekim, DNA’ nin
ozellikle de guanin baz1 igeren bolgelerinin bu reaktif metabolitlerin hedefleri oldugu ve
bu bolgelerde yer alan ras ve p53 tiimor baskilayict genlerde mutasyonlara yol actiklar
rapor edilmistir. Akciger ve bobrek kanser vakalarinda p53 ve ras tiimor baskilayict
genlerinde G : C— T : A transversiyonlar1 gozlenmistir (Bos 1998; Giese 2000;
Kawanishi et al. 2001). Buna karsin, Feig vd. (1994), reaktif metabolitlerin neden
oldugu mutasyonlarin CC—TT transversiyonlari oldugunu rapor etmislerdir. Yine
yapilan arastirmalar ile genomdaki 8-OH-G diizeyi ile kanser olusumu arasinda tam bir
korelasyonun bulunmadigi ancak tiimorlerdeki seviyelerinin yiiksek oldugunu ortaya
konmustur. Oksidasyon sonucu DNA’da gozlenen modifikasyonlar sadece baz ve seker

seviyesinde kalmayip, kromozomlar seviyesinde de meydana gelebilmektedir.
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Bu konuda yapilmis olan arastirmalar ozetle kanser olusumu siirecinin baglama
sathasinda oksidatif DNA hasarinin en 6nemli etken oldugunu ortaya koymaktadir. Baz1
kanser tiirlerinde rapor edilmis olan oksidatif DNA hasar1 dl¢limleri Cizelge 1.20°de

verilmistir (Evans et al. 2004).

Cizelge 1.20. Bazi kanser hastaliklarinda rapor edilmis olan DNA hasar1 6l¢iimleri

Kanser durumlari Gozlemler (Tim c¢alismalar insanlarda
yapilmistir)
Akut lenfoblastik 16semi Lenfosit DNA’larinda 8-OH-G, 8-OH-

Ade, 5-OH-Cyt, 5-OH-5-MeHyd ve 5-OH-
Hyd miktarlarinda yiikselme

Beyin, akciger, kolon ve Kanserli hastalarin iiriner 8-OH-G ve diger

ovaryum kanserleri lezyonlarin seviyelerinde Oonemli
ylikselmeler

Gogiis kanseri 8-OH-G seviyesinin konrollere oranla
yliksek olmasi

Bagirsak kanseri Lenfosit 8-OH-G seviyesi ile hastalarin
olim oranlari arasinda yiiksek
korelasyonun (r=0,91) bulunmasi

Mide kanseri Atrofik gastrit ve Helicobacter pylori ile

enfekte olmus dokularin DNA’larinda 8-
OH-G seviyelerinin yliksek olmasi

Jinekolojik kanserler Kanserli  hastalarin  {iriner 8-OH-G
seviyelerinin  kontrollere gore yiiksek
olmasi

Laringeal kanser DNA’daki 8-OH-G ve 8-OH-Ade

seviyelerinin  timorler ve  normal
dokularda farkli olmamasi

Akciger kanseri Hastalarin DNA ’larindaki 8-OH-G
seviyelerinin kontrol bireylerine oranla
yliksek olmasi

Bobrek kanseri Kanserli ve kanserli olmayan dokulardaki
8-OH-G seviyelerinin 6nemli derecede
farkli olmasi
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1.3.8. Kanser Disindaki Patolojik Durumlarda Oksidatif Stresin ve Oksidatif DNA

Hasarlarinin Onemi

Alzheimer, Huntington ve Parkinson hastaliklar1 nérodejeneratif vakalar olup ¢evresel
norotoksinlere kronik maruziyet sonucu meydana gelmektedir. Bu hastaliklarin
patojenezinde tamamen oksidatif stres etkili olmaktadir. Lovell vd (1998), belirtilen bu
norodejeneratif hastaliklarda oksidatif DNA hasar1 seviyelerinin yiiksek oldugunu rapor
etmislerdir. Buna karsin Koppele vd (1996) ile Alam vd (2000), bu hastaliklarda
oksidatif DNA hasarmin etkili olmadigin1 kaydetmislerdir. Kardiyovaskiiler hastaliklar
ile oksidatif stres arasindaki iliski kesin olmamakla birlikte atheroskleroz, koroner kalp
hastaliklari, hipertansiyon, kalp yetmezIligi, kardiyomiyopati ve kalp krizi gibi
hastaliklarda oksidatif stresin etkili oldugu rapor edilmistir (Holvoet et al. 1995). Yine
deneysel ve klinik calismalardan elde edilen sonuglara gore hem Tip 1 hem de Tip 2
diyabet hastaliklarinin patojenezinde oksidatif stres Onemli roller {istlenmektedir
(Maritim et al. 2003). Hughes (1999), serbest radikallerin fizyolojik seviyelerde
hiicresel bagisiklikta esansiyel bilesenler oldugunu ancak yiiksek seviyelerde immun
fonksiyonu olumsuz etkileyebilecegini kaydetmistir. Benzer sekilde, Douziech vd
(2002), oksidatif stres altinda lenfositlerin immiinolojik degisimlere karsi duyarliliginin
azaldigin1 rapor etmiglerdir. Roberford ve Calderon (1995), AIDS hastalarinin
lenfositlerinde glutatyon seviyesinin diisiik oldugunu, bunun da hastalar1 oksidatif strese
daha duyarli kildigimi rapor etmislerdir. Prematiire bebeklerde ROM’nin yiikselmesi
sonucu korliige yol agabilen retinopatinin olustugu gozlenmistir. Yine katarakt
hastaliginin olusumunda da bu metabolitlerin etkili oldugu kaydedilmistir (Halliwell
and Gutteridge 1989). Yaslanma siireci ile yiikselmis oksidatif stres arasinda yakin bir
iligkinin oldugu bilinmektedir. Harman (1956), 6nerdigi teorisinde (Free radical theory
of ageing) yaslanmanin biyomolekiillerde serbest radikal hasarlarinin birikerek artmasi
sonucunda meydana geldigini ve yaslanma ile antioksidan savunmanin da azaldigini
One siirmiistiir. Bu teoriyi destekler nitelikte, Hamilton vd (2001), niikleer ve
mitokondriyal DNA’da 8-OH-G seviyelerinde yasa bagl artiglarin  oldugunu
kaydetmislerdir. Kanser disindaki bazi hastaliklarda rapor edilmis olan DNA hasari
Olctimleri Cizelge 1.21°de gosterilmistir (Evans et al. 2004).
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Cizelge 1.21. Baz1 patolojik durumlarda rapor edilmis olan DNA hasar1 6l¢iimleri

Patolojik Durumlar Gozlemler (Tim c¢aligmalar insanlarda
yapilmistir)
Sinir sistemi
Parkinson hastalig1 Hastalarin  beyin 8-OH-G  seviyesinin
yiikselmesi
Alzheimer hastalig1 Hasta bireylerin korteks ve

serebellumlarindaki 8-OH-G seviyelerinin
yiiksek olmasi

Huntington hastalig1 Hasta bireylerin beyin 8-OH-Gua, 8-OH-
Ade ve 2-OH-Ade seviyeleri ile kontrol
gruplari arasinda farkliliklarin bulunmasi

Kardiyovaskiiler Koroner kalp hastaliklari, Prematiire koroner kalp hastaliklar1 ile
hastaliklar ateroskleroz lenfosit 8-OH-G seviyesi arasinda yiiksek
korelasyonun  (r=0,95) olmasi, ayrica
ateroskleroz hastalariin lenfosit
DNA’larinda 8-OH-G seviyesinde
yiikselme
Karaciger Wilson hastalig1 8-OH-G seviyesinin kontrol bireylere
kiyasla hastalarda yiiksek olmamast
Akciger Sistik fibrozis Kontrollere oranla hasta bireylerde iiriner 8-
OH-G seviyelerinin yiiksek olmasi
Kas Kas distrofisi Hasta bireylerde iiriner 8-OH-G
seviyelerinin yiiksek olmast
Deri Atopik dermatit Kontrol bireylere kiyasla atopik dermatitli
hastalarin tiriner 8-OH-G diizeyinin yiiksek
olmasi
Mide H. pylori enfeksiyonu flgili dokularda 8-OH-G seviyelerinin
Kronik atrofik gastrit yiikselmis olmas1
Metaplazia
Genetik hastaliklar ~ Down sendromu Niikleer = DNA 8-OH-G  diizeyinin
kontrollerden yiiksek olmasi
Fankoni anemisi Homozigot anemi hastalarinda 16kosit 8-

OH-G seviyelerinin kontrol bireylerine
oranla yiiksek olmasi

1.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasarlar1 sinirlandirmak
icin biyolojik sistemlerde gesitli antioksidan savunma sistemleri gelismistir (Yildirim
2003). Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere

antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir (Cavdar vd 1997). Antioksidan
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etki farkl sekillerde olabilmektedir (Sekil 1.23). Olusmus serbest radikalleri tutma yada
cok daha zayif olan yeni bir molekiile ¢evirme islemine “toplayici etki”, serbest
radikallerle etkilesip onlara bir H' aktararak etkilerini azaltma veya inaktif sekle

doniistiirme islemine “baskilayict etki”, serbest radikalleri kendilerine baglayarak

reaksiyon zincirini kiran etkiye “zincir kiric1 etki” ve diger bir antioksidan savunma

sistemi olan tamir islemine de “onarici etki” denmektedir (Akkus 1995; Yildirim 2003).

Onleyici Radikal Temizleyici Tamir Edici
Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar
= SOD = Vitamin C = Vitamin E * DNA tamir
= GSH-Px = Urat = Ubikinon Enzimleri
= Metal baglayici = Albiimin = Karotenoidler » Transferaz
proteinler

= Flavonoidler » Lipaz
l l l * Proteaz

!

Radikal Zincir Zincirin kirilmasi / Hasarlarin tamir
olusumunu Olusumunu Zincirin sonlanmasi edilmesi
engelleme Baskilama v

® L] ... :
L) n .. l-
- [ ] -
X : :
P : :
Baslatici - E Lipid :' .
(Ajan) = . Radikali \
Serbest Zincir
Radikal Oksidasyon Hastahk
Sekil 1.23. Antioksidan gruplar ve etkileri (Willcox et al. 2004) (kesikli ¢izgiler
baskilanmay1 gostermektedir)

Iyi bir antioksidanda bulunmas1 gereken dzellikler;

ortamdaki serbest radikalleri gidermeli,
redoks metallerinin selatdrii olarak gorev yapabilmeli,

antioksidan sistemdeki diger antioksidanlarla etkilesimler yapabilmeli,
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gen ekspresyonu tizerinde olumlu etkileri olmali,

emilimi oldukg¢a hizli olmali,

dokulardaki ve biyolojik sivilardaki konsantrasyonlar1 fizyolojik acidan uygun
seviyelerde olmali

hem membranlarda hem de su i¢eren ortamlarda fonksiyonel olmalidir (Valko et al.

2006).

Antioksidanlar endojen  kaynakli ve ekzojen kaynakli olanlar seklinde
gruplandirilabilirler (Cizelge 1.22) (Halliwell and Gutteridge 1989; Candan 2002; Eken
2003; Devasagayam et al. 2004; Willcox et al. 2004; Alp 2005; Mavi 2006; Valko et al.
2006).
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Cizelge 1.22. Antioksidanlarin gruplandirilmasi

Endojen Antioksidanlar

Ekzojen Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik Olmayan

Dogal Antioksidanlar

Dogal Olmayan (Sentetik)

Antioksidanlar Antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) Lipid fazda bulunanlar Vitamin A Biitil hidroksi toliien (BHT)
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) | a-tokoferol B-karoten B-karoten Biitil hidroksi anizol (BHA)
Katalaz (CAT) Vitamin C Tert-biitil hidrokinon (TBHQ)
Glutatyon-S-transferaz (GST) Vitamin E Propil galat
Glutatyon rediiktaz (GR) Flavonoidler Oktil galat
Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz Diger fenolik bilesikler Dodesil galat
(G-6-PDH) S1v1 fazda bulunanlar
Mitokondrial sitokrom oksidaz | Glutatyon albumin Sodyum benzoat
Hidroperoksidaz Askorbik asit | hemoglobin Etoksikin
Epoksit hidrolaz Melatonin miyoglobin Troloks
NADPH-kinon oksidorediiktaz | sistein ferritin 3-oksi piridin
UDP-glukuronil transferaz metiyonin seruloplazmin Antabuse
Siilfonil transferaz transferrin urat Diger sentetik antioksidanlar
Izositrat dehidrojenaz laktoferrin bilirubin
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1.4.1. Endojen Antioksidanlar

1.4.1.a. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD, E.C. 1.15.1.1)

[k defa 1968 yilinda McCord ve Fridovic adli arastiricilar tarafindan eritrositlerden
izole edilen ve biitlin aerobik hiicrelerde bulunan bu metallo-enzim siiperoksit radikalini
katalitik olarak ortadan kaldirdig: i¢in fonksiyonuna uygun olarak siiperoksit dismutaz
olarak adlandirilmistir (Halliwell and Gutteridge 1989). SOD siiperoksit radikallerine
kars1 hiicrenin enzimatik antioksidan savunmasinda en Onemli rolii oynamaktadir
(Powers and Lennon 1999). Hiicrelerin sitozollerinde, mitokondrilerinde ve
plazmalarinda bulunur. Bakir-¢inko, mangan ve demir igeren 3 tipi vardir. insanda Cu-
Zn SOD ve Mn-SOD izomerleri bulunur. Demir i¢ceren SOD 0Okaryotik hiicrelerde
bulunmaz (Candan 2003). Bu enzimler O, detoksifikasyonunda anahtar bir enzimdir
ve Op" ni H,0;’e doniistiirtir. Bu detoksifikasyon iki kenar1 keskin kili¢ gibidir, bir
taraftan O,'~ ni yikarak detoksifiye etmekte Obiir taraftan yine gii¢lii bir oksidan olan
H,O; tiretmektedir. Viicuttaki sistemler uyum icerisinde fonksiyonlarin1 gerceklestirdigi
zaman olusan H,O,’ de daha sonra bahsedilecek olan katalaz isimli enzimin varliginda

detoksifiye edilecektir (Eken 2003).

20, +2H" sobp » H20; + O,

Katalaz (CAT, E.C. 1.11.1.6)

Katalaz enzimi hayvan ve bitki hiicreleri ile aerobik bakterilerde bulunmaktadir (Mates
et al. 1999). Katalaz enzimi hiicre icinde yayilmis olarak bulunmakla birlikte
cogunlukla aktivitesini mitokondrilerde ve peroksizomlarda ortaya koymaktadir
(Powers and Lennon 1999). Katalaz tiim enzimler igerisinde en hizli doniistiirme

oranina sahip olanlardan biridir. Bir molekiil katalaz bir dakikalik siirede alt1 milyon
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molekiil H>O;’1 su ve molekiiler oksijene doniistiirebilmektedir (Fridovich 1986).

2H202 CAT 2H20 + 02

H,0; her an i¢in hidroksil radikaline doniisebilme potansiyeline sahip oldugundan
dolay1 biyolojik sistemlere zararli olabilmektedir. Bu nedenle H,O’in hiicreden
uzaklagtirilmasi oldukg¢a 6nemlidir (Mavi 2006). Hiicre i¢indeki H,O,’i uzaklastirmak
icin katalazdan farkli olarak selenyum bagimli glutatyon peroksidaz enzimi vardir. Bu

enzimin H,O;’e olan ilgisi katalaza gore daha fazladir (Tiidus et al. 1996).

Selenyum Bagimh Glutatyon Peroksidaz (Se GSH-Px, E.C. 1.11.1.19) ve Glutatyon
Rediiktaz (GR, E.C. 1.6.4.2)

GSH-Px ilk kez 1957 yilinda G.C. Mills tarafindan kesfedilmistir. GSH-Px hayvansal
dokularda bulunur ancak yiiksek bitkilerde ve bakterilerde bulunmaz. GSH-Px aktif
bolgesinde selenosistein aminoasiti ihtiva eden, H,O,, steroid ve lipid hidroperoksidler
tizerine etkili olan bir antioksidan enzimdir. Bu enzim dort selenyum atomu ihtiva eder.
Ciddi selenyum eksikligi durumunda GSH-Px eksikligi ortaya ¢ikabilmektedir (Eken
2003). GSH-Px’in substrat1 glutatyon (GSH, y-glutamilsisteinglisin)’dur. GSH glutamik
asit sistein ve glisin amino asitlerinden sentezlenen bir tripeptiddir (Sekil 1.24). GSH
serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek, eritrosit, 16kosit ve goz lensi
hiicrelerini oksidatif strese karsi korur. Eritrosit membranin1 H,O;’ten, 16kositleri
fagositozda kullanilan oksidan maddelerden ve lens proteinlerini oksidatif hasardan
korur (Onat vd 2002; Yildirnm 2003). GSH-Px glutatyon ile H,O, veya lipid
peroksidlerin indirgenmesinde, GR ise glutatyonda olusan disiilfid baginin tekrar
stlfidril yapisina indirgenmesinde goérev yapmaktadir. GR aktif bolgesinde FAD
bulunan bir enzimdir. GSSG’1 indirgemek i¢cin NADPH kullanilir. NADPH’ta glukoz-6-
fosfat dehidrojenaz ile katalizlenen reaksiyonla saglanmaktadir (Sekil 1.25) (Candan

2002; Onat vd 2002).
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Sekil 1.24. indirgenmis (GSH) ve yiikseltgenmis (GSSG) glutatyon yapilari

2GSH
NADP" 4 ROOH veya H,0,
GSH-Px
GR
NADP +H' v ROH, H,O
1 GSSG
G-6-PDH
Glukoz

Sekil 1.25. GSH-Px ve GR reaksiyonlar1
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Glutatyon S — Transferaz (GST, E.C. 2.5.1.18)

GST en fazla karacigerde bulunmaktadir. Hem detoksifikasyon hemde hiicre ici
baglayici ve tastyict gorevleri vardir. Basta aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri
olmak iizere lipid peroksitlerine karsi selenyum bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi

gostererek antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar (Akkus 1995; Candan 2002).

ROOH +2GSH _GST , GSSG + ROH + H,O

Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz (G-6-PDH, E. C. 1.1.1.49)

GSH-Px enziminin yukarida agiklanan fonksiyonlar1 yerine getirebilmesi icin ihtiyag
duydugu NADPH temel olarak oksidatif pentoz fosfat yoluyla saglanir. G-6-PDH
pentoz fosfat yolunun ilk reaksiyonunu katalizleyen kilit bir enzimdir. Bu
fonksiyonundan dolayr G-6-PDH’da antioksidan sistemin bir pargast olarak kabul
edilmektedir. G-6-PDH asagidaki reaksiyonu katalizlemektedir (Gililgin 2002; Mavi
2006).

Glukoz-6-fosfat + NADP"_G6PDH,, 6-fosfoglukono-lakton + NADPH + H"

Diger enzimatik antioksidanlar

Yukarida verilenlerin disinda sitokrom oksidaz, hidroperoksidaz, epoksit hidrolaz,
NADPH-kinon oksidoreduktaz, UDP-glukonil transferaz, siilfonil transferaz ve izositrat
dehidrojenaz gibi enzimatik endojen antioksidanlar da vardir (Cizelge 1.22). Bu
andioksidanlarin  viicuttaki fonksiyonlar1 asagidaki cizelgede (Cizelge 1.23)
gosterilmistir (Anonymus 1993; Bairoch 2000).
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Cizelge 1.23. Diger enzimatik andioksidanlarin viicuttaki fonksiyonlar1

Enzimatik antioksidan Fonksiyonu

Sitokrom oksidaz Dehidrojenazlar tarafindan oksidasyon sonucu ortaya
cikarilan elektronlarin son akseptorleri olan oksijene
transfer edilmesi

Hidroperoksidaz Zararl1 peroksitlere (hidrojen peroksit veya organik
peroksidler) karsi viicudun korunmast

NADPH-kinon NADPH + kinon <=> NADP(+) + semikinon

oksidoreduktaz reaksiyonunu  yoluyla oksidasyon ve rediiksiyon

tepkimelerini gerceklestirmesi

UDP-glukuronil transferaz ~ UDP-glukuronat + akseptor <=> UDP + akseptor beta-D-
glukuronosit reaksiyonu yoluyla pek ¢ok substrati (fenol,
alkol, amin, yag asidi vb) kullanmas1

Siilfonil transferaz Tiyol, ditiyolleri, alkolleri kapsayan c¢ok sayida grubu
substrat olarak kullanabilmesi
Izositrat dehidrojenaz Mitokondri ve sitoplazmada izositrat + NAD(+) <=> 2-

oxoglutarat + CO(2) + NADH reaksiyonunu katalizler

1.4.1.b. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar a-tokoferol ve B-karoten gibi lipid fazda bulunanlar
ve glutatyon, askorbik asit, melatonin, sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin,
albumin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, metiyonin, iirat ve bilirubin gibi hiicre
sitozolii yada kan plazmasinda sivi fazda bulunanlar olmak iizere iki grup halinde

incelenmektedir (Cizelge 1.22).

Yagda eriyebilen bir vitamin olan a-tokoferol, membranlarin lipid tabakalar1 arasinda
bulunmaktadir. Viicuttaki 6nemli antioksidanlardan olan a-tokoferol, otooksidasyonun
baslaticisi olan peroksit ve hidroperoksit radikallerini inhibe etmektedir (Burlakova et
al. 1998; Unalacak et al. 2005). Yine lipidlerde ¢dziinebilen ve A vitamini prekiirsorii
olan B-karoten, gii¢lii bir singlet oksijen tutucusu ve serbest radikal reaksiyonlar1 i¢in
onemli bir substrattir. DNA’y1 oksidatif hasara kars1 korumaktadir. Serbest radikallerle
reaksiyona girerek okside olan [B-karotenler, E vitamini tarafindan tekrar rediikte

edilmektedir (Aydilek ve Aksakal 2003; Astley et al. 2002).
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Glutatyon yada indirgenmis glutatyon (GSH) daha 6ncede belirtildigi gibi icerdigi tiyol
grubu araciligi ile hiicre i¢inde redoks potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi
oksidatif hasarlara kars1 korumaktadir (Meister 1994; Ulakoglu 1998). Askorbik asitin
antioksidan oOzellik tagimasinin yani sira peroksidasyon reaksiyonlarina karst diger
antioksidanlarin da aktiflesmesinde etkinlik gosterdigi bilinmektedir (Halliwell and
Gutteridge 1986; Colakoglu 2005). Melatonin karanlikta epifizden salgilanan
antioksidan ozellikte bir norohormon olup ¢esitli organlarin fonksiyonlarinm
diizenlemektedir (Ozbakis-Dengiz ve Banoglu 2001). Sistein ve metiyonin gibi tiyol
(stlfiir) iceren aminoasitler ¢esitli oksidanlar1 indirgeyerek biyolojik sistemleri oksidatif
strese karst korumaktadir (Atmaca 2003). Yine %7-8 oraninda karbonhidrat iceren
seruloplazmin proteininin lipid peroksidasyonuna karsi antioksidadif etki gosterdigi
rapor edilmektedir (Gokmen vd 2004). Ayrica iirat, albumin, bilirubin, miyoglobin,
hemoglobin, ferritin transferin ve laktoferrin gibi pek cok bilesiginde antioksidatif
ozelliklerinin bulundugu kaydedilmistir (Cavdar vd 1997; Candan 2002; Eken 2003;
Flogel et al. 2004; Artym and Zimecki 2005; Rahman et al. 2006).

1.4.2. Ekzojen Antioksidanlar

1.4.2.a Dogal antioksidanlar

Ekzojen antioksidanlar dogal olanlar ve sentetik olanlar olmak iizere iki farkli grupta
incelenmektedir. A, C ve E vitaminleri gii¢lii antioksidatif 6zellikler sahip olan dogal
antioksidanlardandir. (Janisch er al. 2005; Serbecic and Beutelspacher 2005). Bu
vitaminlerin immiin sistemin uyarilmasi, radikal olusumunun inhibe edilmesi (radikal
zincirlerini kirarak) ve oksidatif DNA hasarimin dnlenmesi ile karsinojenlerin metabolik
aktivasyonlarinin degistirilmesi gibi pek cok dnemli biyolojik olayda etkin roller aldig1
bilinmektedir (Azzi et al. 2002; Ray and Husain 2002; Catani et al. 2005). Ayrica D
vitamininde ¢esitli kanser tiirlerinin olusumunu engelleyebildigi belirtilmistir (Ravid
and Koren 2003). B-karoten ekzojen antioksidanlar i¢erisinde de yer almaktadir. Diistik
oksijen konsantrasyonlarinda etkili olmakta fakat yiliksek oksijen konsantrasyonlarinda

vitamin E’nin antioksidan etkilerini tamamlamaktadir. Insanlarda besinler yoluyla
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alinan B-karoten’in oksidatif DNA hasarini ve kanser olusumunu Onleyebilecegi rapor
edilmistir (Anonymus 1993; Krajcovicova-Kudlackova and Dusinska 2004).
B-karoten’in yani sira a-karoten, lutein, zeaksantin, likopen, fukoksantin, kapsantin ve
fitoenin gibi karoten bilesiklerinin de kanser olusumunu engelledigi belirtilmigtir

(Nishino et al. 2004).

Bitkilerde yer alan fenolik bilesiklerin ve flavonoidler (flavanol, flavanone, flavonol,
flavone ve antosiyanidinler)’inde siiperoksit, nitrik oksid, lipid alkoksil ve peroksil
radikallerini temizleyerek oksidatif stres olusumunu engelledikleri rapor edilmistir

(Burak ve Cimen 1999).

1.4.2.b. Sentetik antioksidanlar

Son yillarda giderek artan bir sekilde gida igeriklerine sentetik antioksidanlar eklenmeye
baslanmigtir. BHT, BHA, TBHQ ve propil galat basta olmak {izere bu amagla kullanilan
cok sayida bilesik sentezlenmistir (Cizelge 1.22) (Kahl 1984; Rossing et al. 1985; Kling
et al. 1987; Weinke et al. 1987; Braginskaia et al. 1992; Shahidi 2000). Dogal
antioksidanlarin yani sira sentetik antioksidanlarinda oksidatif stresi engelleyebildigi ve

yaslanmay1 geciktirdigi rapor edilmistir (Zinoveva and Spasov 2004).

1.5. Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAC, Total Antioxidant Capacity)

TAC oksidatif stresin bir indikatorii olarak kullanilmakta olup in vitro veya in vivo
sartlarda oksidanlarin kan veya diger dokular iizerine olan direncini ortaya koymaktadir
(Urso and Clarkson 2003; Maxwell et al. 2006). Son zamanlarda in vitro sartlarda
yapilan pek c¢ok arastirmada oksidatif strese karsi antioksidan sistemlerce olusturulan
toplam cevabi belirlemek i¢in ¢esitli TAC tespit yontemleri kullanilmistir (Lotito and
Frei 2004; Grzelak and Bartosz 2005; Bedaiwy et al., 2006).

Yukarida sunulmus olan literatiir bilgilerinden anlagilacag iizere, borik asitin insan ve
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hayvan dokular1 lizerine olumlu ve olumsuz etkileri s6z konusudur. Dogada 200’den
fazla bor bilesigi oldugu bilinmektedir. Bor etkilerinin bilinmesinin Tiirkiye agisindan
ayr1 bir onemi vardir. Ciinkii, zengin bor yataklarina sahip olmasi1 bakimindan iilkemiz
diinya siralamasinda en on sirada yer almaktadir. Bor bilesiklerinin toksikokinetik
esaslarmin  belirlenebilmesi borik asit disindaki diger borlu bilesiklerin de
arastirilmasini  gerekli kilmaktadir. Ciinkii, bor bilesiklerine maruziyetin boyutlar
endiistriyel {iretim ve tibbi uygulamanin yani sira, hava ve su kaynaklarinin c¢evresel
kontaminasyonu da eklendigi zaman daha genis kitleleri igine alarak biiytimektedir.
Insan organizmas: {izerinde bor ve bilesiklerinin etkileri bugiin hala tartismalidir. Ay
zamanda, denek olarak insanin doku diizeyinde incelenmesinin getirdigi giicliikler bor
etkileri konusunda heniiz yeterli bilgiye ulasilmasini engellemektedir. Dolayisiyla, elde
edilen bilgiler hayvan deneyleri ile sinirli kalmaktadir. Bu arastirmada, borik asitle
birlikte lilkemizde ve diinyada oldukca yaygin kullanima sahip olan boraks, iileksit ve
kolemanit bilesiklerinin in vitro sartlarda insan periferal kan kiiltiirleri iizerine etkileri
genetik ve biyokimyasal yonlerden arastirilacaktir. Genis doz araliklarinda kiiltiirlere
uygulanan temel bor bilesiklerinin lenfositlerde genetik hasarlara yol agip agmadigi
farkl1 genotoksiste testleri (KKD, KA ve MC) ile tespit edilecek; biyokimyasal
degerlendirmeleri yapabilmek amaciyla da tam kan kiiltlirlerinden (1 saatlik) izole
edilen eritrositlerde antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GSH-Px, GST, G-6-
PDH) ile Total Glutatyon, MDA seviyeleri ve Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Olciilecektir.

Aragtirmamiz bor bilesiklerinin kan doku iizerindeki etkileri konusunda, ilk deneysel
calisma olacaktir. Bor bilesiklerinin kan dokusu iizerindeki etkilerinin arastirilmasi risk
altindaki hedef dokularin degerlendirilebilmesi i¢in son derece dnemli goziikmektedir.
Ciinkii, doku hasarlarinin erken tanis1 oncelikle kan dokusu tizerinde yapilabildiginden
bu aragtirmanin sonuglar1 bilhassa 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismanin ardindan gelecek
farkli ve ¢ok yonlii arastirmalar icin bir baslangic teskil edebilecegi umudu
tasinmaktadir. Kanaatimizce, genotoksisite parametrelerin ve antioksidan cevaplarin
calisilmasi, bor bilesiklerinin giivenilir kullanimi hakkinda oldukca degerli bilgiler

sunacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ulusal toksikoloji Programi (NTP, USA) (1987), Chinese Hamster ovaryum (CHO)
hiicrelerinde borik asitin (BA) genotoksik etkilerini arastirmistir. Arastirma sonucunda
farkli dozlarda CHO hiicrelerine uygulanan borik asitin S9’lu ve S9’suz (S9 karaciger
mikrozomal enzimi) ortamlarda kardes-kromatid degisimi ve kromozom anormallikleri

frekanslarinda kontrollere kiyasla herhangi bir artisa neden olmadig1 rapor edilmistir

(Cizelge 2.1 ve 2.2).

Cizelge 2.1. Borik asitle muamele edilen CHO hiicrelerinde KKD frekanslar1

-S9 +S9

Group KKD/hiicre Group KKD/hiicre
Medyum 8.4 Medyum 8.6

DMSO 9.2 DMSO 10.3

200 (ng/ml) BA 7.7 250 (ng/ml) BA 9.7

300 (ung/ml) BA 9.6 500 (pg/ml) BA 9.7

400 (pg/ml) BA 9.7 1600 (png/ml) BA 9.8

500 (pg/ml) BA 10.1 2000 (ng/ml) BA 9.8

0.001 (pg/ml) MC 25.6 0.300 (ng/ml) S 12.7

0.010 (pg/ml) MC 76.7 2.000 (pg/ml) S 31.2
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Cizelge 2.2. Borik asitin CHO hiicrelerinde kromozom anormallikleri {izerine etkisi

-S9 +S9
Group Anormallik/100 hiicre | Group Anormallik/100 hiicre
Medyum 3 Medyum 2
DMSO 3 DMSO 0
200 (ng/ml) BA 1 1000 (pg/ml) BA 2
300 (ng/ml) BA 5 1600 (pg/ml) BA 3
400 (ng/ml) BA 2 2000 (ng/ml) BA 1
500 (pg/ml) BA 3 2500 (png/ml) BA 5
0.001 (ug/ml) MC 38 0.300 (ug/ml) S 22
0.010 (ug/ml) MC 60 2.000 (ug/ml) S 72

-S9: S9’suz ortam; +S9: S9’lu ortam; MC: Mitomisin C; S: Siklofosfamid

Restuccio vd (1992), sunmus olduklar1 vaka takdimi ¢alismalarinda suda ¢oziinmiis iki
bardak borik asit kristali alarak intihara tesebbiis eden 45 yasinda bir erkek bireyi
incelemislerdir. Otopsi raporuna gore 6lim nedeni bor zehirlenmesi olarak agiklanan
bireyin borik asit kristallerini aldiktan 52 saat sonra idrar ve kanindaki borik asit

konsantrasyonlarinin sirasiyla 160 ve 42 mg/dL oldugu rapor edilmistir.

Elhajouji vd (1994), tam kandan izole edilmis lenfositlerle yapilacak olan kiiltiirlerin,
mutajenik etkilerin degerlendirilmesinde duyarli bir test sistemi oldugunu, ancak
ortamda eritrositlerinde bulundugu tam kan kiiltlirlerinin ger¢ek yasam durumunu aynen
yansitabildigini ve bu nedenle mutajenite potansiyellerinin degerlendirilmesinde daha

uygun bir sistem oldugunu rapor etmislerdir.

Bor ve bor bilesiklerinin insanlardaki karsinojenik ve mutajenik potansiyelleri hakkinda
literatiirde kayith herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. U.S. Ulusal Toksikoloji Programi
(1987) bu konuda herhangi bir ¢alisma bulunmadigindan dolay1 hayvan (fare ve sican)
deneylerini temel alarak bor bilesiklerinin insanlarda kanserojen olmadigini rapor

etmistir.
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Stohs ve Bagghi (1995), demir, bakir, krom, vanadyum, kadmiyum, kursun, civa ve
nikel gibi metallerin glutatyonu ve siilfidril bagli proteinleri tiiketmek suretiyle
stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerini
olusturdugunu, bunun neticesinde de lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve kalsiyum-

stilfidril homeostasilerinde degisimlerin meydana geldigini kaydetmislerdir.

Diinya Saglik Orgiitii (W.H.O.) tarafindan 1998 yilinda yayinlanan raporda borun
kayalarin asinmasi, denizlerden borik asitin buharlagmasi ve volkanik aktiviteler sonucu
cevreye girdigi ayrica tarimsal faaliyetler, borun endiistriyel ve evsel kullanimi,
madencilik ve enerji iiretim faaliyetlerinin de baslica antropojenik kaynaklar oldugu

kaydedilmistir.

Sayli vd (1998), iilkemizde farkli bolgelerde yasayan insanlar iizerinde yaptiklar
caligmalarinda borun iireme sistemi lizerine etkilerini aragtirmislardir. Toprak ve igme
sularinin bor muhtevalarinin birbirlerinden oldukg¢a farkli oldugu iki bolgede yasayan
toplam 4687 birey ilizerinde yiiriittiikkleri arastirmada, bora daha fazla maruz kalan
bireylerin verimlilik oranlar ile diger bolge insanlarinin verimlilik oranlar1 arasinda

herhangi bir farklilik bulunmadigin1 gérmiislerdir.

Michiels vd (1998), okaryotik hiicrelerin siirekli olarak serbest radikal saldirilarina
maruz kaldiklarini rapor etmislerdir. Arastirmacilara gore, selenyum bagimli GSH-Px,
Cu/Zn-SOD ve katalaz enzimleri hiicre igerisinde oksidatif strese karsi essiz bir koruma
saglamaktadir. Hiicrelerin normal kosullarda bile canli kalabilmesi i¢in bu ii¢ enzimin

fonksiyonel olmasi gerektigini rapor etmislerdir.

Hubbard (1998), inorganik boratlarin (sodyum, amonyum, potasyum ve ¢inko iceren
boratlar ve borik asit) solunum, deri yada agiz yoluyla diisiik seviyede akut toksisite
nedeni olabileceklerini kaydetmistir. Uzun siireli toksikolojik c¢aligmalar1 sonucunda
borik asit ve boraksin benzer Ozellikler gosterdigini ancak, diger bilesiklerinin

toksikolojik profillerinin borik asitten farkli olabilecegini rapor etmislerdir.
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Murray (1998) yapmis oldugu arastirmasinda borat madenlerinde ¢alisan ve bora yogun
sekilde maruz kalmis is¢ilerin kanlarindaki ortalama bor diizeyini 0.24 pg B/mL olarak
saptamistir. Yine is¢ilerin bir giinde yaklasik 160 mg borik asite maruz kaldiklarini
rapor etmistir. Murray, bu arastirmasinda ayrica, genel insan populasyonlarinda kan bor
diizeyinin 0.03 ile 0.09 ug B/mL arasinda oldugunu ve bu degerlerin insanlar i¢in en

genis giivenilir sinirlar oldugunu kaydetmistir.

Hayes ve McLellan (1999), biitiin organizmalarin oksidanlar1 temizleyen veya neden
olduklar1 hasarlar1 gideren enzimatik ve enzimatik olmayan savunma mekanizmalarina
sahip olduklarimi rapor etmislerdir. Hasar verici oksijen Tlriinlerine karsi baslica
enzimatik savunmalarin SOD, CAT ve glutatyon peroksidazlar yoluyla yapildigim
belirtmislerdir. SOD dismutasyon reaksiyonlar1 yoluyla siiperoksit anyonlarini ortadan
kaldirarak, H,O, ve molekiiler oksijeni iiretmektedirler. H,O;’lerin uzaklastirilmasi ise
CAT veya GSH-Px enzimleri araciligiyla saglanmaktadir. Ayrica GST enzimi biyolojik
membranlarin ile makromolekiillerin oksidatif hasar1 sonucu olusan ¢esitli oksidasyon

tirtinlerinin GSH’a baglanmasini katalizlemektedir.

Baldwin ve Marshall (1999), metallerin viicuttan atilmalarinin olduk¢a zor oldugunu
belirterek bu ozellikleri nedeniyle bir metalin esansiyel yani fizyolojik yasam igin
gerekli olsa bile belirli birikim degerlerinin iizerinde toksik etki gdsterebilecegini rapor
etmislerdir. Bu ifade Bertrand prensibinin temelini teskil etmektedir. Bertrand
prensibine gore kursunun (toksik element) ve ¢inkonun (tipik esansiyel element) artan

miktarlardaki toksisite diizeyleri asagida gosterilmistir (Baldwin ve Marshall 1999).
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Cizelge 2.3. Metallerin Artan Miktarlardaki Toksisite Diizeyleri.

" Tipik esansiyel element

Crnel: Cinko (Zn)

Olurnlu Etkiler
Eonsantrasyon

Olumsuz Etloler

Tolszik element
40 Fursun (Pb)

¥ prrecd S L PR

Cadenas ve Davies (2000), hiicrenin enerji ocaklari olarak bilinen mitokondrilerde
gerceklesen elektron tasima ve oksidatif fosforilasyon islemlerinin tamamen tehlikesiz
olmadiklarin1 belirterek bu islemler esnasinda gergeklesen reaksiyonlar araciligiyla
elektron tasima sistemlerinin  molekiiler oksijenle birlikte siiperoksit anyonlarini
meydana getirdigini kaydetmiglerdir. Mitokondrilerin i¢ membranlarinda meydana
gelen bu olayin yani sira dis zarlarinda da zararli metabolitler iiretilmektedir.
Mitokondri dis zarinda yer alan monoamin oksidaz enzimi biyojenik aminlerin oksidatif
deaminasyonunu katalizleyerek suretiyle mitokondriyal matriks ve sitozolde sabit
konsantrasyonlarda bulunan H,0,’in konsantrasyonunu yiikseltmektedir.
Mitokondrilerde meydana gelen bu serbest radikaller mitokondiyal bilesenlerde
oksidatif hasarlara yol agmaktadir. Oksidatif stres altinda mitokondriyal DNA, RNA ve

proteinlerde meydana gelen degismeler yaglanmaya ve hiicre 6liimlerine yol agmaktadir.

Benderdour vd (2001), borik asit solusyonunun (%3’liik) in vitro sartlarda ekstra
selliiler matriks iizerinde etkili olarak yara iyilesmesini hizlandirdigini rapor etmislerdir.

Insan fibroblast kiiltiirleri iizerinde yapmus olduklar1 calismalarinda borik asitin

93



yani sira, dort farkli bor bilesiginin (trietanolamin borat, N-dietil-fosforamidat-
propilboronik asit, 2,2 dimetilkekzil-1,3-propandiol-aminopropilboronat ve 1,2
propandiol-aminopropilboronat) de in vitro sartlarda potansiyel toksik etkilerini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda, bu dort farkli bor bilesiginin borik asit ile ayni
etkileri ortaya koydugunu ayrica borun intra ve ekstra selliiler proteazlarin aktivitelerini

uyararak yara iyilesmesinde faydali olabilecegi rapor edilmistir.

Hadnagy vd (2003), izole edilmis eritrosit kiiltiirlerinin aksine tam kan kiltiirlerinin
oksidatif stres nedenli hiicre hasarlarinin ve hiicrelerin oksidatif strese kars1 savunma ve
diizenleme fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde iyi bir bagimsiz fizyolojik birim

oldugunu kaydetmislerdir.

Burcak ve Andican (2004), aerobik organizmalarin mutasyonlardan korunabilmeleri ve
yasamlarint devam ettirebilmeleri icin DNA onarim enzimlerinin dogru fonksiyon
yapmalar1 gerektigini kaydetmislerdir. Diislik diizeylerde oksidatif DNA hasar1 minimal
hata riski ile etkin bir sekilde onarilmaktadir. Ancak, DNA onarim enzimleri ve DNA
polimerazin oksidatif stres altinda hasarlanmalar1 dogru replikasyon ve transkripsiyon
olasiligini azaltmaktadir. Onarim islemi tamamlanincaya kadar, hiicreler boliinmelerini
genellikle durdurarak kendilerini korumaktadirlar. DNA’daki oksidatif hasar yasam ile
bagdagmayan yiiksek diizeylere ulastiginda apoptoz meydana gelmektedir. DNA’da
zincir kiriklarinin olusumundan sonra DNA onarim mekanizmasinin bir bileseni olan
NAD" bagimli poli ADP-riboz polimeraz enzimi (PARP) aktive olmakta ve DNA hasar1
belirli bir diizeyi astiginda asin NAD™ ve ATP tiiketimi sonucunda hiicre 6liime
gitmektedir. Hiicrenin NAD -bagimli programli 6liimii olarak adlandirilan bu olayin,
yaygin hasarli DNA’ya sahip hiicrelerde, somatik mutasyonlarin olusumunu
engellemeye yonelik intihar yanit olabilecegi diisiiniilmektedir. Orta diizeydeki oksidatif

DNA hasarinin maligniteye yol agma olasilig1 ¢ok yiiksektir.

Huel vd (2004), yapilan deneyler sonucunda bor alimini takiben hayvanlarda ¢ok yonlii
etkilerin goriildiigiinii rapor etmislerdir. Borun insanlar {izerindeki etkileri konusunda

bilgilerin bulunmadigini ve fetal dokularda borun birikim yapabildigine dair bir verinin
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de mevcut olmadigmi kaydetmislerdir. Cesitli hayvan tiirleri {izerinde yapilan
calismalardan alinan sonucglar dogrultusunda borun insanlarda da gelisimi olumsuz
etkileyebilecegini rapor etmislerdir. Huel vd. bilimsel bulgular neticesinde borun ¢ok
yonli etkilerini nasil ortaya koydugunu agiklamak iizere iki hipotez 6ne siirmiislerdir.
Birinci hipotez borun pek cok metabolik siliregte rol alan bazi anahtar enzim
reaksiyonlarini yarigsmali inhibisyon yoluyla etkileyebilen bir negatif regulatér oldugunu
savunmaktadir. Diger hipotez ise borun, hiicre zarindan iyonlarin taginmasi iizerinde

etkili oldugunu savunmaktadir.

Valko vd (2006), reaktif oksijen ve azot tiirlerinin organizmada hem faydali hem de
yikict tiirlerin olusumunda rol aldiklarini rapor etmiglerdir. Valko ve ark’a gore reaktif
tirler (ROS ve RNS) bu iki yonli rollerinden dolay1 farkli fonksiyonlara sahiptirler.
Hiicre i¢i haberlesme aginda sekonder haberci gorevi yaparak kanser hiicrelerinin
onkojenik fenotiplerinin olugsmasina ve devam ettirilmesine neden olurlar. Buna karsin
anti-timorojenik maddeler gibi hiicresel senesense ve apoptozise de neden olabilirler.
Endojen veya ekzojen yollarla kiimiilatif olarak ROS ve RNS iiretilmesi oksidatif
strese sebep olmaktadir. Oksidatif stres bir hiicresel redoks dengesizligidir. Ancak bu
dengesizlige normal hiicrelerde degil cesitli kanser hiicrelerinde rastlanmaktadir. Bu
sonuca gore redoks dengesizligi onkojenik sitimulasyonla iliskili goziikkmektedir.
Kanser hiicrelerinde 8-OH-G gibi oksidatif DNA lezyonlarinin yiikselmis seviyeleri
mutasyonlarin karsinojenezin 6nemli ve kritik bir sathasi oldugunu acik¢a ortaya
koymaktadir. Kanserin baslangi¢ asamasinda DNA hasarinin ¢ok etkili oldugu siliphesiz

bir gercektir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1 Materyal

3.1.1 Kan Orneklerinin Alinmasi ve Kiiltiirlerin Kurulmasi

Bu calismaya 24-30 (26.5 + 2.4) yaslarinda erkek, sigara ve alkol kullanmayan, belirli
bir hastali1 saptanmayan ve meslegi dolayisiyla fiziksel veya kimyasal ajanlara maruz
kalmamis goniillii 10 birey dahil edildi. Heparinize enjektorlere alinan periferik kan
ornekleri, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Arastirma laboratuarlar
ile Aziziye ve Yakutiye Arastirma Hastanelerinin Biyokimya ve Tibbi Genetik
laboratuarlarinda es zamanl olarak yiiriitiilen genetik ve biyokimyasal arastirmalarda

kullanildi.

Yapilan 6n denemelerden elde edilen sonuglar ve mevcut literatiir bilgileri (bor
maruziyeti neticesinde insan kaninda tespit edilmis olan referans araliklar1) (Tietz 1983;
Moseman 1994; Murray 1998) dogrultusunda test bilesiklerinin kiiltiirlere uygulanacak
olan dozlar tespit edildi. Bilesikler belirli konsantrasyon araliklarinda (5, 10, 20, 40, 50,
80, 100, 150, 200, 300, 400 ve 500 mg/L) kiiltiirlere uygulandi. Genotoksisite
arastirmalart 72 saatlik tam kan kiltiirleri ilizerinde yapildi. Bu siirenin sonunda
kiltiirler sonlandirilarak uygulanacak olan genotoksisite test tekniklerine uygun
prosediirler izlenerek preparatlar elde edildi. Elde edilen preparatlar daha sonra analiz
edilmek tiizere uygun kosullarda saklandi. Biyokimya aragtirmalarinin yapilacagi tam
kan kiiltiirleri ise 1 saatin sonunda sonlandirilarak santrifiij (3500 rpm) edildi. Plazma
ornekleri ayrildiktan sonra eritrositler serum fizyolojik ile 3 defa yikandi ve analizlerin

yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edildi.
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3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kromozom medium B Biochrom® firmasindan, 5-
bromodeoksiiiridin (BrdU), Hoechst 33258 flouresan boyasi, colcemid, cytochalasin-B,
L-glutamine, sodyum sitrat, giemsa, NADPH, 5,5’-dithio-Bis 2-nitrobenzoik asit
(DTNB), glutatyon rediiktaz solusyonu (GR Sol), glutatyon (GSH), xantine, etilen
diamin tetraasetik asit (EDTA), fosforik asit, bovin serum albumin, butillenmis
hidroksitoluen (BHT), xantine oksidaz (XO), nitroblue tetrazolium (NBT), triton-X, 1-
chloro 2-4 dinitrobenzen (CDNB) ve N-morfinopropanosiilfonik (MOPS) asit Sigma®
firmasindan, potasyum kloriir (KCl), sodyum kloriir (NaCl), glasiyal asetik asit,
hidrojen peroksit (H,O,) ve sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4) Riedel-de Haent®
firmasindan, metanol, etanol, amonyum siilfat ((NH4),SO4) ve potasyum dihidrojen
fosfat (KH,PO,) Fluka® firmasindan, trikloroasetik asit (TCA), tiyobarbitiirik asit
(TBA), sodyum karbonat (Na,COs), sodyum hidroksit (NaOH), potasyum hidroksit
(KOH), c¢inko siilfat (Zn(SQO,)), siilfanil amid, entellan ve perklorik asit (HClIOj)
Merck® firmasindan, sodyum heparin Roche firmasindan temin edilmistir. Ayrica
calismada test bilesikleri olarak kullanilan borik asit Sigma®’dan, kolemanit (Bursa,
Kestelek isletmesinden), iileksit (Bigadi¢ isletmesinden) ve tinkal (Eskisehir, Kirka

isletmesinden) Eti Maden Genel Miidiirliigii’nden temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Arastirmalar esnasinda kullanilan aletlere ve cihazlara ait bilgiler Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Aragtirmalar esnasinda kullanilan aletler ve cihazlar

Alet ve Cihazlar Temin Edildigi Firma

Derin dondurucu Sanyo Ultra Low, Japan

Distile su cihazi Easypure RF compact ultarpure ws, USA
ELISA okuyucu Bio-Tek, PW XS, USA

Etiv Heraeus FB 420, Germany

Hassas terazi Sartorius AG, Germany

Mikroskop Prior T-100 mA, England

Otomotik pipet Finpipette Labsystems, Finland
Otomatik analizor (Biyokimya) Olympus AU 2700, Japan

Otomatik analizor (Hematoloji) Coulter Gen-S, Hialeah, FL

pH metre Handylab - 2BNC

Santrifiij Heraeus 4600, Germany
Spektrofotometre Beckman DU 500, USA

Su banyosu Niive BM 101, Niive M.S.L.T.A, Ankara

Ultraviyole lamba (366 nm)

3.1.4. Sitogenetik arastirmalarda kullanilan kiiltiir medyumunun icerigi

Her 100 mililitre i¢cin;minimal esansiyal medium 85 ml, fetal bovine serum 15 ml,
heparin 25.00 E, penisilin, sodyum tuzu 75.00 E, streptomisin 5 mg, fitohemagluttinin
0,25 mg, askorbik asit 0,50 mg ve glutathione 0,50 mg.

3.1.5. Kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanmasi

BrdU cozeltisi’nin hazirlanisi

30,7 mg toz BrdU 10 ml distile suda ¢oziilerek stok BrdU hazirlandi (10 M). Stok

¢oOzelti aliiminyum folyo ile sarillarak -20°C’de saklandi.
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Hipotonik ¢6zeltinin hazirlanisi

0,5592 gr KCl tartilarak 100 ml distile suda ¢6ziildii. Konsantrasyonu 0,075 M olan KCI

cozeltisi kullanilmadan 6nce etiivde 37°C’ye kadar 1sitildi.

Tespit (fiksatif) cozeltisi’nin hazirlanisi

1 kisim Glasial asetik asit’in lizerine 3 kisim metanol eklenerek iyice karistirildi.
Solusyon her kullanim i¢in taze olarak hazirlandi. Kullanmadan 6nce buzdolabinda

(+4°C de) sogutuldu.

Fosfat tamponlu salin’in (pbs) hazirlams1 (pH : 7)

8,0 gr NaCl, 0,2 gr KCl, 0,2 gr KH,PO4 ve 2,32 gr Na,HPO, alind1 ve 1 litre distile suda

¢oziildii. Cozelti oda 1s1sinda muhafaza edildi.

Fluoresan boyanin hazirlanmisi

Stok hoechst 33258 boyasi distile su ile son konsantrasyonu 2,5 mg/ml olacak sekilde

hazirlandi. Sise aliiminyum folyo ile sarilarak +4°C’de saklandi.

Mc Ilvaine tamponu’nun hazirlanmsi

Mc Ilvaine tamponu 2 tampondan olugmaktadir:

Tampon A : 0,1 M anhidroz sitrik asit solusyonu (19,2 gr/L)
Tampon B : 0,2 M anhidroz Na,HPO, solusyonu (28,4 gr/L)
Tampon A’dan 8 ml, tampon B’den 92 ml alindi. Karisimin pH’s1 sitrik asit ile 7,1°e

ayarlandi. Stok +4°C’de saklandi.
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2xSSC cozeltisi’nin hazirlanisi

1,74 gr NaCl (Riedel-de Haent) 100 ml distile suda ¢oziildii. Ayrica 0,882 gram
Sodyum sitrat (Sigma) 100 ml distile suda ¢oziildii. Her iki solusyondan esit hacimlerde

alind1 ve karistirildi. Solusyonun pH’st sitrik asitle 7,2 olacak sekilde ayarlandi.

Giemsa boya ¢ozeltisi’nin hazirlanisi

A Cozeltisi: Na,HPO, *ten 11,88 gr tartilarak 1 litre distile suda ¢oziildii.
B Cozeltisi : KH,PO4’ten 9,08 gr tartilarak 1 litre distile suda ¢oziildii.

A ¢ozeltisinden 30 ml saleye konuldu. Uzerine; pH: 6,8’¢ gelinceye kadar B
cOzeltisinden eklendi. Sonra iizerine 5 ml Giemsa boyasi ilave edildi. Pipetajla

karistirildi. Uzerinin yag kurutma kagidi ile alindi. Cozelti oda 1sisinda muhafaza

edildi.

Fosfat tamponunun hazirlamisi (EDTA ) (pH : 7)

Bu amagla A (Na,HPO42H,O : 8.85 gr/l) ve B (KH;PO4 : 6.8 gr/l) solusyonlari
hazirlanir. A solusyonundan 600 ml ve B solusyonundan 400 ml alinarak {izerine 20.8

gr EDTA ilave edilir.

Griess reaktifi’nin hazirlanisi

0.5 gr stilfanilamid, 12.5 gr fosforik asit ve 0.05 gr napthlethylendiamin alindi ve 500

ml distile s1 i¢inde ¢oziildii.

Diger ¢ozeltilerin hazirlamsi

Calisma siiresince kullanilan NADPH, GSH, H,0,, triton-X, xantine, EDTA, sodyum
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karbonat, bovin serum albumin, sodyum hidroksit, ¢inko siilfat, TCA, TBA, NBT ve

BHT gibi ¢ozeltilerin hazirlanisi ilgili yontemlerde verilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Genotoksisite Testleri

Genotoksisite arastirmalari, giivenilir ve olduk¢a yaygin olarak kullanilan Kardes-
kromatid degisimi (KKD), Kromozom aberasyonlar1 (KA) ve Mikrogekirdek (MC) test
teknikleri kullanilarak ytirtitiildi.

Tiim kromozom ¢aligmalarinda oldugu gibi bu arastirmada da oOzellikle hiicre
kiltlirlerindeki kontaminasyon ihtimalini azaltmak ve c¢alisma esnasinda optimum

miktarda hiicre elde edebilmek i¢in sterilite, pH ve sicaklik kosullarina dikkat edildi.

3.2.1.a. Kardes-Kromatid Degisimi Yontemi

Periferik kan kiiltiirleri {izerinde uygulamis oldugumuz KKD yonteminde Moorhead
tarafindan gelistirilen protokol kullanilmistir (Rooney ve Czepulkowski 1986). Bu

amagla;

a) Kiiltiiriin ekimi ve kromozomlarin eldesi

b) Floresan+Giemsa Boyama (FPG Boyama).

c¢) KKD’lerin degerlendirilmesi yapilmis, ayrica bu konuda farkli arastirmacilarin
yapmus olduklar1 ¢aligmalardan da faydalanilmistir (Venitt ve Parry 1984, Rooney ve
Czepulkowski 1986, Tanriverdi 1991, Sénmez 1992, Parali 1994, Oztiirk 1995, Giilten
1999, Tokyay 1999).
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a) Kiiltiirlerin ekimi ve kromozomlarin eldesi

1) Protokol numarasi verilmis steril hiicre kiiltlir tiiplerine (cellstar) Onceden
hazirlanmis ve 37°C’e getirilmis besiyerinden (Chromosome Medium B) 6 ml konuldu.
2) Besiyerlerinin iizerine 0,5 ml tam kan eklendi.

3) Tiplere son konsantrasyonu 10 pug/ml olacak sekilde BrdU ¢ozeltisi eklendi.

4) Tiiplerdeki kiiltiirlere son konsantrasyonlar1 5, 10, 20, 40, 50, 80, 100, 150, 200, 300,
400 ve 500 mg/L olacak sekilde borik asit, kolemanit, iileksit ve tinkal ¢ozeltileri
eklendi.

5) Tipler alt st edilerek karigtirildi.

6) Tiiplerin {izeri aliminyum folyo ile kaplanarak 37°C’lik etiive birakildi.

7) Inkiibasyonun baslangicindan 70 saat 15 dk sonra, colcemid ¢dzeltisinden (+4
derecede muhafaza edilmig, 10 pm/ml konsantrasyonunda) 0,1 cc tim kiiltiirlere
eklendi.

8) Tiipler tekrar etiive konarak (37°C’de) 1 saat 45 dk daha beklendi.

9) 72 saatin sonunda etiivden ¢ikarilan tlipler santrifiij islemine alindi.

10) Kiiltiirler 900 rpm’de veya 150 g’de 10 dk santrifiij edildi.

11) Santrifiij siiresinin sonunda slipernatant pastor pipeti ile atildi.

12) Tiipte kalan ¢okeltinin (pellet) iizerine 8 ml Hipotonik ¢ozelti yavas yavas eklendi.
13) Hipotonik ¢ozelti eklenen tiipler 37°C’ilk etiivde 15-20 dk bekletildi.

14) Daha sonra tiipler 900 rpm’de veya 150 g’de 10 dk daha santrifiij edildi ve
stipernatant atildu.

15) Tipte kalan pellet lizerine taze hazirlanmis soguk tespit ¢ozeltisinden 7ml eklenerek
santrifiij edildi ve siipernatant pastor pipeti ile atildi.

16) Bir 6nceki basamak iki kez daha tekrarlandi.

17) Son siipernatan da atildi ve pellet pastor pipeti ile yavas yavas karistirildi.

18) Pipetle ¢ekilen pellet onceden iizerine protokol numarasi yazilmis, temizlenmis ve
sogutulmus (+4°C) lamlara 45lik a¢1 ile yayilarak lamlar oda 1sisinda karanlik bir

ortamda 3 giin kurumaya birakildu.
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b) KKD Boyama Teknigi (FPG)

1) 3. giinilin sonunda preparatlar 10 dakika siireyle PBS ¢ozeltisi i¢erisinde bekletildi.

2) 100 ml PBS ¢ozeltisi igerisine son konsantrasyonu 0,5 um/ml olacak sekilde hoechst
33258 (Ek 6) fluoresan boyasindan konuldu. Preparatlar bu ¢ozelti iginde 20 dakika
karanlik bir ortamda bekletildi.

3) Preparatlar daha 6nceden pH ayar1 yapilmis Mc IIvaine tamponundan gegirildi.

4) Preparatlar Mc Ilvaine solusyonu ile 1slatilmig petri kaplarina yerlestirildi ve iizerleri
lameller ile kapatildi.

5) Petriler ultraviyole lamba altinda (366 nm) 60 dakika bekletildi ve distile su ile
yikandu.

6) Calkalama isleminin ardindan preparatlar 65°C’ye ayarlanmis su banyosu
igerisindeki 2xSSC ¢ozeltisinde 60 dakika bekletildi.

7) Preparatlar tekrar distile su ile yikandi ve 15 dk. Giemsa boyasinda bekletildi.

8) Preparatlar tekrar distile sudan gegirilerek oda sicakliginda ve karanlik ortamda
kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar entellan kullanilarak lamel ile kapatildi ve

incelemeye hazir hale getirildi.

¢) KKD’nin Degerlendirilmesi

Preparatlar 151k mikroskobunda (Prior) immersiyon (x100) objektifi ile incelendi. Her
bir bireyin ortalama 30 metafaz plagi degerlendirildi. Metafaz plaklarinda gdzlenen

degisimlerin ortalamasi alinarak hiicre basina ortalama KKD degeri elde edildi.

3.2.1.b. Kromozom Aberasyonlar1 (KA) Yontemi

KKD yo6nteminde oldugu gibi kiiltiir ortam1 hazirlandi. Ancak bu yontemde kiiltiirlere
BrdU ilavesi yapilmadi. Inkiibasyonun baslangicindan 70 saat 15 dk sonra, colcemid
cozeltisinden 0,1 ml tiim kiiltiirlere eklendi. 72 saatin sonunda etiivden ¢ikarilan tiipler

santrifiij islemine alindi. Santrifiij islemleri, hipotonik ve tespit ¢ozeltilerinin ilave
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edilmesi ile yaymalarin yapilmasinda KKD y6ntemi i¢in verilen protokol uygulandi.

Yayma islemini takip eden 3. giiniin sonunda preparatlar 15 dk. Giemsa boyasinda
bekletildi. Boyama isleminden sonra preparatlar tekrar distile sudan gegirilerek oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar entellan kullanilarak lamel ile kapatildi

ve incelemeye hazir hale getirildi.

Preparatlar 151k mikroskobunda immersiyon (x100) objektifi ile incelendi. Her bir
bireyden 30 metafaz plagi incelendi. Bu metafazlarda kromatid ve kromozom gap’leri
ile kromatid ve kromozom kiriklar1 degerlendirmeye alinarak hiicre bagina ortalama KA

degeri elde edildi.

3.2.1.c. Mikrogekirdek (MC) Yontemi

KKD ve KA yontemlerinde oldugu gibi kiiltiir ortami hazirlandi. Inkiibasyonun
baslangicindan 44 saat sonra, sitokalazin-B’den son konsantrasyonu 3 pg/ml olacak
sekilde tiim kiiltiirlere eklendi. 72 saatin sonunda etiivden c¢ikarilan tiipler santrifiij
islemine alindi. Santrifiij islemleri, hipotonik ve tespit ¢ozeltilerinin ilave edilmesi ile
yaymalarin yapilmasinda daha once diger yontemler icin verilmis olan protokol
uygulandi. Yayma islemini takip eden 3. giiniin sonunda preparatlar 15 dk. Giemsa
boyasinda bekletildi. Boyama isleminden sonra preparatlar tekrar distile sudan
gecirilerek oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar entellan kullanilarak
kapatild1 ve incelemeye hazir hale getirildi. Preparatlar 151k mikroskobunda immersiyon
(x100) objektifi ile incelendi. Mikrogekirdek olusumunu degerlendirmek igin
hazirladigimiz sitokalazin-B’li kiiltiirlerde elde edilen biniikleuslu hiicrelerde MC
degerlendirme kriterleri dikkate alindi. Mononiikleuslu, triniikleuslu veya daha fazla
cekirdekli hiicreler degerlendirme dis1 birakildi. Her bir kiiltiirde en az 1000 biniikleuslu

hiicre incelendi ve MC frekansina bakildi.
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3.2.2. Biyokimyasal Analizler

Bor bilesiklerinin doza bagli olarak in vitro kan kiiltiirleri iizerine biyokimyasal
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla eritrositlerde SOD, CAT, GSH-Px, GST, G-6-
PDH antioksidan enzim aktiviteleri, toplam glutatyon ve MDA seviyeleri ile toplam
antioksidan kapasitesi (TAK) 6l¢iildii. Bu parametreler analiz edilirken uygulanmis olan

yontemler asagida belirtilmistir (Yildirim 2003; Alp 2005).

3.2.2.a. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin tayini

Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin tayininde Misra ve Fridovich (1972) tarafindan

ortaya konan yontemin uygulanmasi esnasinda asagidaki agsamalar izlendi.

= Xantine (0.3mM) 9.13 grami 200 ml distile suda ¢oziildii.

* 25mg EDTA 100 ml distile suda ¢oziildii.

= 12.3 gr Nitroblue tetrazolium (NBT) 100 ml distile suda ¢oziildii.

* Na,COs3 (0.4M) 2.54 grami1 60 ml distile suda ¢6ziildii.

* 30 mg bovin serum albumin 30 ml distile suda ¢oziildii.

» Hazirlanan bu 5 ¢6zelti (deney reaktifi) +4 °C’de saklandi.

= 30 pl Xantine oksidaz 1 ml 2M (NH4),SOy ile dilue edildi.

Kiiltiirlerden elde edilen 6rneklerde SOD aktiviteleri Cizelge 3.2.’de belirtildigi sekilde
olgiildii.

Cizelge 3.2. SOD aktivitesi 6l¢lim prosediirii

Kor tupt Numune tiipti
Deney reaktifi 2.45 ml 2.45 ml
Numune -- 0.5 ml
Bidistile su 0.5 ml --
Xantine oksidaz 50 ul 50 ul

Karistirildi ve 25°C’de 20 dk su banyosunda inkiibe edildi
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Inkiibasyon esnasina NBT nin rediiksiyon hizindaki %50°lik inhibisyon 1 SOD iinitesi
olarak ifade edildi. Numunede bulunan SOD enziminin meydana getirdigi % inhibisyon
ve enzim aktiviteleri asagida verilen formiillere gére hesaplandi.

Hesaplama:

% inhibisyon = Kor absorbans — Numune absorbans x 100
Kor absorbans

SOD (U/ml) = % inhibisyon
50 x 0.5 ml

3.2.2.b. Katalaz (CAT) aktivitesinin tayini

Katalaz aktivitesi Aebi (1984) tarafindan kaydedilmis olan metot esas alinarak tespit

edildi. Bu yontemle CAT aktivitesini tayin etmek i¢in asagidaki basamaklar izlendi.

= Fosfat tamponu hazirlandi.
= 2.8 gr EDTA eklenerek tamponun pH’s1 7°ye ayarlandi.
* %30’luk H,O, 200 ml fosfat tamponu iizerine (240 nm dalga boyunda quarts

kiivette 0.5 olana kadar) ilave edildi.

Kiiltiirlerden elde edilen numunelerde CAT aktiviteleri Cizelge 3.3.’te belirtildigi

sekilde ol¢iildii.

Cizelge 3.3. CAT aktivitesi 0l¢clim prosediirii

Kor Tip Numune Tlpi

Fosfat tamponu + H,0O, 2.99 ml +0.01 ml 2.99 ml

Numune - 0.01 ml

Quartz kiivette karistirllan numuneler oda sicakliginda 240 nm dalga
boyunda 15 saniye aralikla 2 kez okutuldu. 30 sn boyunca absorbans azalis1
izlendi.
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Hesaplama:

CAT (U/g Hb) = 0.153 x log Al

log A2

3.2.2.c. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin tayini

Bu parametrenin analizinde Carlberg ve Mannervik (1972) tarafindan uygulanan

yontem esas alindi. Bu yontemle GSH-px aktivitesini tayin etmek ic¢in asagidaki

basamaklar izlendi.

Fosfat tamponu hazirlandi.

GSH (150 mM) 50 mg 1 ml tamponda ¢6ziildii.

NADPH (10mM) 50.4 mg 6 ml tamponda ¢oziildii.
GSH rediiktaz (10ul) alinip deney ortamina katildu.
H,0; (2 mM) : %30’luk H,O, 25ul alinip 5 ml tamponda ¢oziilerek hazirlandi.

Kiiltiirlerden elde edilen numunelerde GSH-Px aktiviteleri Cizelge 3.4.’te belirtildigi

sekilde ol¢iildii.

Cizelge 3.4. GSH-Px aktivitesi 6l¢iim prosediirii

Kor Tup Numune Tlpu
Fosfat tamponu 2.65 ml 2.65 ml
GSH 100ul 100ul
NADPH 100ul 100ul
Numune -- 20ul
Distile Su 20ul --
GR 10ul 10ul
H,0, 100ul 100ul

Karstirild1 ve 37°C’de 30 dk su banyosunda inkiibe edildi
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Okuma esnasinda sikigikliga yol agmamak i¢in enzim tiiplere 3 dk arayla ilave edildi.
30 dk sonra ilk kor tiipten itibaren H,O, katilip spektrofotometre kore karsi sifirlandi ve
2 dk’lik absorbans 1 dk arayla kinetik olarak okutuldu. Inkiibasyon bitiminde
okutulacak kiivetin i¢ine H,O, ve lizerine inkiibasyona birakilan karisim ilave edilerek

kuvet alt st edildi.

Hesaplama:
GSH-Px (U/L) = AA/tx10° x SK

€

AA/t : Dakikadaki absorbans degisimi

& : NADPH’1n 340 nm’deki molar absorbtivite katsayisi (6.22 x 10%)
SK : Seyreltme katsayisi

10°: Molii, mikromole ¢evirme katsayis

3.2.2.d. Glutatyon-S- Transferaz (GST) aktivitesinin tayini

Bu parametrenin analizinde Habig vd (1974) tarafindan uygulanan yontem esas alindi.
Bu yontemle GST aktivitesini tayin etmek i¢in 0.66 % Triton-X 100 ml suda ¢6ziildii ve
0.1 M 1000 ml fosfat tamponu hazirlandi. 1-chloro 2-4 dinitrobenzenin (Smg / ml
etanolde) aliiminyum folyo ile 1siktan korunmasi saglandi. Rediikte glutatyon (46
mg/ml) K-fosfat tamponu (pH: 7.4) i¢inde hazirlandi. Numunelerde GST aktiviteleri
Cizelge 3.5.’te belirtildigi sekilde ol¢iildii.

Cizelge 3.5. GST aktivitesi 6l¢iim prosediirii

Ol¢iim Kiiveti Referans Kiivet

905ul fosfat tamponu pH 6.5 905l fosfat tamponu pH 6.5
25ul GSH solusyonu 25ul GSH solusyonu

25ul Triton-X 25ul Triton-X

20ul CDNB 20ul CDNB

Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi. Sonra 25 pl numune katildi ve
hemen karistirildi. Spektrofotometrede 3 dk boyunca 1 dk aralikla kinetik
okutma yapildi.
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Hesaplama:

GST (umol/g Hb) = Absorbans/dk x Kiivetteki toplam hacim x Dilisyon faktorii
9.6 Ornegin hacmi

3.2.2.e. Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G-6-PDH)

G6PDH aktivitesi Sigma’nin 345-UV nolu protokolune gore tespit edildi. Bu protokole
gore G-6-PDH aktivitesini tayin etmek i¢in 6nce otomatik kan sayim cihazi kullanilarak
kan orneklerindeki eritrosit sayilar1 (eritrosit/ml) belirlendi. Numunelerde G-6-PDH

aktiviteleri Cizelge 3.6.’da belirtildigi sekilde ol¢iildii.

Cizelge 3.6. G-6-PDH aktivitesi 0l¢tim prosediirii

Solusyon 1 (Randox)  3.00 ml
Solusyon 2 (Randox)  0.10 ml
Hemolizat 0.05 ml

Karistirild1 ve 37°C’de 5 dk su banyosunda inkiibe edildi

Solusyon 3 (Randox)  0.05 ml

Karistirlldi. 1’er dk arayla spektrofotometrede (340 nm)
3 kez okutuldu.

Hesaplama:

mU/eritrosit/ml kan =30.476 x AA 340 nm/dk

G-6-PDH (mU/g Hb) = mU/eritrosit/ml kan x 100
Hb (g/dl)

100 = ml’yi dI’ye ¢evirme katsayisi
Hb (g/dl) = Her bir isim i¢in belirlenen hemoglobin konsntrasyonu
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3.2.2.f. Toplam Glutatyon (TGSH)

Toplam glutatyon miktarini tespit etmek amaciyla ilk olarak Akerboom ve Sies (1981)
tarafindan uygulanan tayin metodu kullanildi. Bu metodla glutatyon miktariin tespit

edilmesinde glutatyon rediiktazin katalitik aktivitesi esas alinmaktadir.

Bu amagla 6nce 2 M HCIOj igeren eritrosit solusyonuna 4 mM EDTA eklendi. Ornek
cabucak karistirilarak santrifiij edildi (600 g’de 10 dk) ve siipernatant1 alindi. Ornegin
notralize edilmesi i¢in 0.3 M N-morfinopropanosiilfonik asit eklendi ve 2M KOH
solusyonunda diliie edildi. Coken potasyum hipoklorit santrifiij edilerek alindi.
Spektrofotometrik kiivete su reaktifler eklendi; 1000 ul 0.1 M fosfat tamponu iceren 1
mM EDTA, 0.5-2 mM glutatyon igeren 100 pl siipernatant, 50 pl NADPH solusyonu,
20 pl 5,5’-dithio-Bis 2-nitrobenzoik asit, 20 ul glutatyon rediiktaz solusyonu (6U/ml),
Karistirma islemi sonunda 3 dk, 412 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iildii.

Hesaplama:

Toplam glutatyon (mM/gr Hb) = Aabs/dk (numune) x Cst x Toplam dilisyon
Aabs/dk (standart)

Aabs/dak : Dakikadaki absorbans degisimi
Cst : Standartin konsantrasyonu = 29.2

3.2.2.g. Malondialdehit (MDA) Analizi

Bu parametrenin analizinde Stock ve Dormandy (1971) tarafindan uygulanan yontem
esas alindi. Bu yontem 95°C’de TBA’in MDA ile olusturdugu pembe renkli kompleksin
spektrofotometrik dl¢limiine dayanmaktadir. Bu yontemle MDA aktivitesini tayin etmek

icin asagidaki reaktifler hazirlandi.

Fosfat tamponu ile tamponlanmis serum fizyolojik hazirlandi.

30 gr TCA bir miktar suda ¢oziilerek hacmi 100 ml’ye tamamlandi.
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37.224 gr EDTA bir miktar distile suda ¢6ziildii ve hacmi 1litreye tamamlanda.
1 gr TBA 0.5 N NaOH’te ¢oziildii.
%0.088 lik BHT 10 ml etanol i¢inde ¢oziildii.

Numunelerde MDA analizleri Cizelge 3.7.’de belirtildigi sekilde yapildi.

Cizelge 3.7. MDA analiz prosediirii

Numune tiipili Kor tiipii
Fosfat tamponu 800 pl 800 ul
Numune 200 ul --
BHT 25 ul 25 ul
TCA 50 ul 50 ul

Vortexlenerek 20°C’de bekletildi.

Kullanim esnasinda erimesi beklendi ve daha sonra 2000 rpm de 15 dk santrifiij edilerek
siipernatan alind1

Siipernatant 1 ml 1 ml
EDTA 75 ul 75 ul
TBA 250 wl 250 wl

Tiipler karistirildi. Kaynar su banyosunda (95°C’de) 15 dk bekletildi

Inkiibasyon siiresinin sonunda numuneler oda sicaklifina gelene kadar bekletildi. 532
ve 600 nm dalga boyunda kore kars1 okutma yapildi. Farkli dalga boylarinda okutulan

degerlerarasindaki fark dikkate alinarak hesaplamalar yapildi.

Hesaplama:

MDA (umol/L) = Absorbans x 10° x DF
1.52x 10°

1.52 x 10° : Molar absorbtivite katsay1s

DF : Diliisyon faktorii

10°: Molii, mikromole ¢evirme katsayisi

3.2.3.h. Total Antioksidan Kapasitesi (TAC)

TAC tesbitinde, ilk olarak Tomasch vd. (2001) tarafindan uygulanan fotometrik yontem
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kullanildi. Bu yéntem 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-siilfonat = ABTS")
radikal katyonunun olusumunu inhibe edecek antioksidan kapasitenin tespitini temel

almaktadir. Tespit isleminde Randox firmasi tarafindan iiretilen TAS (total antioxidant

status) ticari kitleri kullanildi (Erel 2004).

3.3. Fotografik Islemler

KKD, KA ve MN preparatlarindan Olympus marka fotograf makinesi ile (100x)
fotograflar ¢ekildi. Fotograf ¢ekimi i¢in 125 ASA’lik ilforda PANF filmi kullanildi.

3.4. istatistiksel Yontem

Calismadan elde edilen bulgularin istatistiksel yonden degerlendirilmesinde S.P.S.S
11.5 programi kullanildi. Ortalama SCE degerleri arasindaki degisimlerin
degerlendirilmesinde One-way Anova ve Student’s ¢ testleri kullanild1 (Gonzales et al.
2006). Mikrogekirdek testi icin elde edilen veriler ¥ testi kullamlarak analiz edildi
(Djelic et al. 2006). Kromozomal aberasyonlara ait tespit edilen ortalamalarin gruplar
arasindaki farkliliklarinin belirlenmesi icin Mann-Whitney U testi kullanild1 (Demiroglu

2003).

SOD, CAT, GSH-Px, GST, GR, G-6-PDH enzim aktiviteleri ile toplam glutatyon,
MDA ve TAK diizeylerinin kontrol ve muamele gruplar arasinda degisiklik gosterip
gostermedigi varyans analizi kullanilarak tespit edildi (Seymen et al. 2000; Bukowska
and Kowalska 2004). Varyans analizi i¢in one way Anova testlerinden Duncan ve
Fisher’s Least Significant Difference (LSD) testleri kullanildi. Anlamlilik saptanan grup
ve parametreleri i¢in Student's 7 testi uygulandi. Elde edilen sonuglar 0.1, 0,05, 0.01 ve

0.001 anlam seviyeleri géz oniinde bulundurularak yorumlandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Genetik Bulgular

Calismada in vitro kosullarda insan tam kan kiiltiirleri test bilesikleri olarak belirlenen
borik asit, boraks, kolemanit ve iileksit i¢in ortamdaki son konsantrasyonlar1 5, 10, 15,
20, 40, 50, 80, 100, 150, 200, 300, 400 ve 500 mg/L olacak sekilde hazirlanan
solusyonlar1 ile muamele edilmistir. Genetik arastirmalar kardes-kromatid degisimi,
mikrogekirdek ve kromozom aberasyonlar1 testleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
Kiiltiirlerden elde edilen KKD/hiicre, MC/1000 hiicre ve KA/hiicre degerleri lizerinden

istatistiki hesaplamalar yapilarak sonuclar tartigilmistir.

4.1.1. Bor bilesiklerinin in vitro sartlarda kardes-kromatid degisimi frekansi

uizerine etkileri

Metafaz alanlarindaki KKD goriintimleri sekil 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3, 4.1.4 ve 4.1.5’te
verilmistir. /n vitro kosullarda KKD degerleri, biitiin konsantrasyonlar icin 6.18 + 1.16 -
6.87 + 1.02 degerleri arasinda bulunmustur. Kontrol gruplari icin tespit edilen
KKD/hiicre degeri (6.30 = 1.03) ile deney gruplarindan elde edilen KKD/hiicre
degerlerleri arasinda istatistiki agidan anlamli bir farklilik bulunmamistir. 400 mg/L
konsantrasyonlarinda boraks ve kolemanit ile 500 mg/L borik asit ve iileksit muamelesi
yapilan kiiltiirlerde iireme saglanamamistir. Diger konsantrasyon araliklarinda kiiltiirlere
uygulanan borik asit, boraks, kolemanit ve tileksitin hi¢cbir dozu kontrol grubuna kiyasla
KKD frekansinda belirgin degisiklige yol agmamistir. Test bilesiklerinin tam kan
kiiltiirlerinde konsantrasyonlara bagli olarak ortaya koydugu KKD degerleri borik asit,
boraks, kolemanit ve iileksit i¢in sirastyla Cizelge 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3 ve 4.1.4’te

gosterilmistir.
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Cizelge 4.1.1. In vitro kosullarda borik asitin konsantrasyonlara gore olusturdugu KKD
degerlerinin istatiksel dagilimi

Kiiltiir Tipleri | Incelenen Gozlenen toplam | SCE/hiicre
toplam metafaz | KKD +3S.5

Kontrol 340 2142 6.30+1.03
5 mg/L 315 1970 6.25+0.72
10 mg/L 319 1968 6.18+1.16
20 mg/L 308 2007 6.52+1.36
40 mg/L 320 2066 6.46 +0.96
50 mg/L 303 2024 6.68 +0.81
80 mg/L 315 2071 6.57 +1.50
100 mg/L 336 2225 6.62+1.15
150 mg/L 310 1984 6.40 + 1.14
200 mg/L 307 2036 6.63+1.15
300 mg/L 322 2115 6.57+1.02
400 mg/L 318 2052 6.45+1.13
500 mg/L - - -

+ S.S: Standart Sapma

Cizelge 4.1.2. In vitro kosullarda boraksin konsantrasyonlara gére olusturdugu KKD
degerlerinin istatiksel dagilimi

Kiiltiir Tipleri Incelenen Gozlenen toplam | SCE/hiicre
toplam metafaz KKD +8S.S

Kontrol 340 2142 6.30 +1.03
5 mg/L 316 1966 6.22 +0.66
10 mg/L 322 2009 6.24+1.11
20 mg/L 307 2026 6.60 + 1.02
40 mg/L 332 2211 6.66 £ 0.93
50 mg/L 304 2070 6.81 £0.79
80 mg/L 321 2157 6.72 +1.37
100 mg/L 311 2074 6.67 +1.02
150 mg/L 305 2056 6.74 £0.71
200 mg/L 320 2119 6.62 +1.08
300 mg/L 308 2067 6.71 £0.92
400 mg/L - - -

+ S.S: Standart Sapma
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Cizelge 4.1.3. In vitro kosullarda kolemanitin konsantrasyonlara gére olusturdugu KKD
degerlerinin istatiksel dagilimi1

Kiiltiir Tipleri Incelenen Gozlenen toplam | SCE/hiicre
toplam metafaz KKD +S.S

Kontrol 340 2142 6.30 +1.03
5 mg/L 326 2080 6.38 +£0.67
10 mg/L 302 1921 6.36+1.12
20 mg/L 324 2181 6.73 £0.99
40 mg/L 313 2088 6.67 £0.98
50 mg/L 304 2067 6.80 +0.86
80 mg/L 309 2112 6.83 £1.03
100 mg/L 306 2103 6.87 +1.02
150 mg/L 310 2084 6.72 £0.78
200 mg/L 323 2190 6.78 £ 0.98
300 mg/L 318 2164 6.80 +0.96
400 mg/L - - -

+ S.S: Standart Sapma

Cizelge 4.1.4. In vitro kosullarda iileksitin konsantrasyonlara gére olusturdugu KKD
degerlerinin istatiksel dagilimi1

Kiiltiir Tipleri | Incelenen Gozlenen toplam | SCE/hiicre
toplam metafaz | KKD +S.S

Kontrol 340 2142 6.30 £1.03
5 mg/L 326 1995 6.12+0.82
10 mg/L 338 2096 6.20+1.25
20 mg/L 329 2145 6.52+1.16
40 mg/L 310 2006 6.47 +£0.86
50 mg/L 337 2191 6.50+0.70
80 mg/L 325 2162 6.65+1.22
100 mg/L 313 2056 6.57 £1.08
150 mg/L 334 2120 6.35+1.20
200 mg/L 326 2139 6.56 +0.98
300 mg/L 309 1953 6.32+1.00
400 mg/L 320 2062 6.44 +0.96
500 mg/L - - -

+ S.S: Standart Sapma
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Sekil 4.1.1. Kontrol grubu (bor bilesikleri ile muamele edilmemis) insan lenfosit hiicre
kromozomlarinda KKD dagilim1 (1000x)

1 B ﬁ\‘u !}_.

Sekil 4.1.2. 500 mg/L konsantrasyonda borik asit uygulanmis insan lenfosit hiicre
kromozomlarinda KKD dagilim1 (1000x)
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Sekil 4.1.3. 400 mg/L konsantrasyonda boraks uygulanmis insan lenfosit hiicre
kromozomlarinda KKD dagilim1 (1000x)

Sekil 4.1.4. 400 mg/L konsantrasyonda kolemanit Uygulannis Insan Lenfosit Hiicre
Kromozomlarinda KKD dagilimi (1000x)
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Sekil 4.1.5. 500 mg/L konsantrasyonda iileksit uygulanmis insan lenfosit hiicre
kromozomlarinda KKD dagilim1 (1000x)
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4.1.2. Bor bilesiklerinin in vitro sartlarda mikroc¢ekirdek sikhigi iizerine etkileri

In vitro kosullarda MC/1000 hiicre degerleri, biitiin konsantrasyonlar icin 1.56 ve 1.95
degerleri arasinda bulunmustur. Kontrol gruplart icin tespit edilen MC/1000 hiicre
degeri (1.82) ile deney gruplarindan elde edilen MC/1000 degerlerleri arasinda
istatistiki acidan herhangi bir farklillk bulunmamistir. Farkli konsantrasyonlarda
kiiltiirlere uygulanan borik asit, boraks, kolemanit ve iileksit hi¢cbir dozda kontrol
grubuna kiyasla MC sikliginda belirgin degisiklige yol agmamigtir. KKD test teknigine
uygun olarak hazirlanan kiiltiirlerde oldugu gibi 400 mg/L. konsantrasyonlarinda boraks
ve kolemanit muamelesi ile 500 mg/L borik asit ve iileksit muamelesi yapilan
kiiltiirlerde {lireme saglanamamistir. Bor bilesiklerinin tam kan kiiltiirlerinde
konsantrasyonlara bagli olarak ortaya koydugu MC/1000 hiicre degerleri borik asit,
boraks, kolemanit ve iileksit i¢in sirasiyla Cizelge 4.1.5, 4.1.6, 4.1.7 ve 4.1.8’de
gosterilmistir. Mikrogekirdek test teknigine uygun olarak hazirlanmis preparatlardan
elde edilen 6rnek MC fotograflar1 sekil 4.1.6, 4.1.7, 4.1.8, 4.1.9 ve 4.1.10’da

gosterilmistir.

Cizelge 4.1.5. In vitro kosullarda borik asitin konsantrasyonlara gére olusturdugu
MC/1000 hiicre ve MC sayisina gore CCH (cift ¢ekirdekli hiicre) dagilimi

Kiiltiir tipleri | Sayilan MC sayisina gore CCH dagilimi MC/1000 hiicre
toplam CCH
0 1 2 3

Kontrol 11920 11899 21 0 0 1.82
5 mg/L 11347 11327 20 0 0 1.76
10 mg/L 10911 10891 20 0 0 1.83
20 mg/L 10230 10211 19 0 0 1.85
40 mg/L 10096 10077 19 0 0 1.88
50 mg/L 11025 11004 21 0 0 1.90
80 mg/L 11286 11265 20 1 0 1.86
100 mg/L 10713 10693 19 1 0 1.87
150 mg/L 10263 10244 19 0 0 1.85
200 mg/L 10835 10814 21 0 0 1.94
300 mg/L 10442 10422 20 0 0 1.91
400 mg/L 10736 10716 20 0 0 1.86
500 mg/L -- - -- -- -- --
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Cizelge 4.1.6. In vitro kosullarda boraksin konsantrasyonlara goére olusturdugu
MC/1000 hiicre ve MC sayisina gore CCH (cift ¢ekirdekli hiicre) dagilimi

Kiiltiir tipleri | Sayilan MC sayisina goére CCH dagilimi MC/1000 hiicre
toplam CCH
0 1 2 3

Kontrol 11920 11899 21 0 0 1.82
5 mg/L 11322 11302 20 0 0 1.77
10 mg/L 10845 10826 19 0 0 1.75
20 mg/L 10204 10185 19 0 0 1.86
40 mg/L 10860 10840 20 0 0 1.84
50 mg/L 11455 11434 20 1 0 1.83
80 mg/L 10443 10424 19 0 0 1.82
100 mg/L 10621 10601 19 1 0 1.88
150 mg/L 10178 10159 19 0 0 1.87
200 mg/L 10989 10968 19 2 0 1.91
300 mg/L 10136 10117 18 1 0 1.87
400 mg/L -- -- -- -- -- --

Cizelge 4.1.7. In vitro kosullarda kolemanitin konsantrasyonlara gére olusturdugu
MC/1000 hiicre ve MC sayisina gore CCH (cift ¢ekirdekli hiicre) dagilimi

Kiiltiir tipleri | Sayilan MC sayisina goére CCH dagilimi MC/1000 hiicre
toplam CCH
0 1 2 3

Kontrol 11920 11899 21 0 0 1.82
5 mg/L 10518 10499 19 0 0 1.80
10 mg/L 11423 11402 21 0 0 1.84
20 mg/L 10117 10099 18 0 0 1.78
40 mg/L 11238 11219 19 1 0 1.78
50 mg/L 10566 10546 20 0 0 1.89
80 mg/L 11755 11733 22 0 0 1.87
100 mg/L 10344 10324 19 1 0 1.93
150 mg/L 10866 10845 20 1 0 1.93
200 mg/L 11288 11266 22 0 0 1.95
300 mg/L 10712 10692 19 1 0 1.87
400 mg/L -- -- -- -- -- --
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Cizelge 4.1.8. In vitro kosullarda iileksitin konsantrasyonlara goére olusturdugu
MC/1000 hiicre ve MC sayisina gore CCH (cift ¢ekirdekli hiicre) dagilimi

Kiiltiir tipleri | Sayilan MC sayisina goére CCH dagilimi MC/1000 hiicre
toplam CCH
0 1 2 3

Kontrol 11920 11899 21 0 0 1.82
5 mg/L 10542 10525 17 0 0 1.61
10 mg/L 10454 10436 18 0 0 1.72
20 mg/L 10690 10670 20 0 0 1.87
40 mg/L 10385 10362 18 0 0 1.73
50 mg/L 10426 10408 20 1 0 1.91
80 mg/L 11035 11014 21 0 0 1.90
100 mg/L 10860 10843 16 1 0 1.56
150 mg/L 11108 11086 21 0 0 1.89
200 mg/L 10325 10308 17 0 0 1.64
300 mg/L 10780 10763 16 1 0 1.57
400 mg/L 10254 10236 18 0 0 1.75
500 mg/L -- - - - - -

Sekil 4.1.6. Kontrol grubu (bor bilesikleri ile muamele edilmemis) insan lenfosit
hiicrelerinde 6rnek biniikleotid hiicre fotografi (1000x)
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Sekil 4.1.7. 500 mg/L borik asit uygulanmis insan lenfosit hiicrelerinde Grnek
biniikleotid hiicre fotografi (1000x)

Sekil 4.1.8. 400 mg/L boraks uygulanmis insan lenfosit hiicrelerinde 6rnek bintikleotid
hiicre fotografi (1000x)
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Sekil 4.1.9. 400 mg/L kolemanit uygulanmis insan lenfosit hiicrelerinde Ornek
biniikleotid hiicre fotografi (1000x)

Sekil 4.1.10. 500 mg/L iileksit uygulanmis insan lenfosit hiicrelerinde 6rnek bintikleotid
hiicre fotografi (1000x)
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4.1.3. Bor bilesiklerinin in vitro sartlarda kromozomal aberasyon sikliklar1 iizerine

etkileri

In vitro kosullarda kromatid ve kromozom tipi aberasyonlarin (gap ve kirik) arastirildig
KA testi sonuglart KA/hiicre degerlerinin tiim uygulama dozlar1 i¢in 0.13 £ 0.02 ve 0.20
+ 0.04 degerleri arasinda oldugunu gostermistir. Genis konsantrasyon araliklarinda
kiiltiirlere uygulanan borik asit, boraks, kolemanit ve iileksitin higbir dozu kontrol
grubuna (0.18 £ 0.03) kiyasla KA sikliginda belirgin artisa yol agmamustir. Ancak 400
mg/L konsantrasyonlarinda boraks ve kolemanit muamelesi ile 500 mg/L borik asit ve

ileksit muamelesi yapilan kiiltiirlerde metafaz plagi veya kromozom elde edilememistir.

Test edilen bor bilesiklerinin tam kan kiiltiirlerinde konsantrasyonlara bagli olarak
ortaya koydugu KA/hiicre degerleri borik asit, boraks, kolemanit ve iileksit i¢in sirastyla
Cizelge 4.1.9, 4.1.10, 4.1.11 ve 4.1.12°de gosterilmistir. Ayrica, metafaz alanlarindaki
KA goriintimleri sekil 4.1.11, 4.1.12,4.1.13, 4.1.14 ve 4.1.15te verilmistir.

Cizelge 4.1.9. In vitro kosullarda borik asitin konsantrasyonlara gore olusturdugu KA
degerlerinin istatiksel dagilimi

Kiiltiir tipleri | Kromatid tipi Kromozom tipi KA/hiicre +
S.S
Gap Kirik Gap Kirik

Kontrol 0.40 0.20 0.10 0 0.18 £ 0.03
5 mg/L 0.40 0.30 0. 0 0.18 +0.03
10 mg/L 0.20 0.30 0.10 0 0.15+0.02
20 mg/L 0.10 0.30 0 0.10 0.13+0.02
40 mg/L 0.40 0.10 0.20 0 0.18+0.03
50 mg/L 0.40 0.10 0. 0.10 0.15+0.02
80 mg/L 0.20 0.40 0.10 0 0.18 +0.03
100 mg/L 0.20 0.40 0.10 0 0.18+0.03
150 mg/L 0.30 0.30 0.10 0.10 0.20 + 0.04
200 mg/L 0.50 0.20 0 0 0.18+0.03
300 mg/L 0.40 0.30 0.10 0 0.20 + 0.04
400 mg/L 0.30 0.20 0.10 0.10 0.18+£0.03
500 mg/L -- -- -- -- --

+ S.S: Standart Sapma
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Cizelge 4.1.10. /n vitro kosullarda boraksin konsantrasyonlara gore olusturdugu KA

degerlerinin istatiksel dagilimi

Kiiltiir tipleri | Kromatid tipi Kromozom tipi KA/hiicre +
S.S
Gap Kirik Gap Kirik

Kontrol 0.40 0.20 0.10 0 0.18£0.03
5 mg/L 0.20 0.30 0.10 0 0.15+0.02
10 mg/L 0.20 0.30 0 0 0.13+£0.02
20 mg/L 0.40 0.20 0. 0.10 0.18 £0.03
40 mg/L 0.40 0.10 0.20 0 0.18 £0.03
50 mg/L 0.40 0.30 0.10 0 0.20 £ 0.04
80 mg/L 0.40 0.40 0 0 0.20 + 0.04
100 mg/L 0.30 0.10 0.20 0 0.15+0.02
150 mg/L 0.20 0.40 0.10 0 0.18 £0.03
200 mg/L 0.20 0.30 0.10 0.10 0.18 £0.03
300 mg/L 0.30 0.30 0.10 0.10 0.20 £ 0.04
400 mg/L -- -- -- -- --

+ S.S: Standart Sapma

Cizelge 4.1.11. In vitro kosullarda kolemanitin konsantrasyonlara gore olusturdugu KA

degerlerinin istatiksel dagilimi1

Kiiltiir tipleri | Kromatid tipi Kromozom tipi KA/hiicre +
S.S
Gap Kirik Gap Kirik

Kontrol 0.40 0.20 0.10 0 0.18 £0.03
5 mg/L 0.30 0.20 0.10 0 0.15+0.02
10 mg/L 0.50 0.10 0 0 0.15+0.02
20 mg/L 0.20 0.40 0.10 0 0.18 +0.03
40 mg/L 0.10 0.30 0.20 0 0.15+0.02
50 mg/L 0.40 0.30 0.10 0 0.20 + 0.04
80 mg/L 0.30 0.30 0 0 0.15+0.02
100 mg/L 0.30 0.20 0.10 0.10 0.18 £0.03
150 mg/L 0.50 0.10 0.10 0.10 0.20 +£ 0.04
200 mg/L 0.40 0.30 0 0 0.18 £0.03
300 mg/L 0.40 0.40 0 0 0.20 = 0.04
400 mg/L -- -- -- -- --

+ S.S: Standart Sapma
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Cizelge 4.1.12. In vitro kosullarda iileksitin konsantrasyonlara gore olusturdugu KA
degerlerinin istatiksel dagilimi

Kiiltiir tipleri | Kromatid tipi Kromozom tipi KA/hiicre +
S.S
Gap Kirik Gap Kirik

Kontrol 0.40 0.20 0.10 0 0.18£0.03
5 mg/L 0.30 0.30 0.20 0 0.20 £ 0.04
10 mg/L 0.30 0.10 0.20 0 0.15+0.02
20 mg/L 0.40 0.10 0.20 0 0.18 £0.03
40 mg/L 0.30 0.20 0.10 0 0.15+0.02
50 mg/L 0.30 0.10 0.10 0.10 0.15+0.02
80 mg/L 0.20 0.30 0.10 0 0.15+0.02
100 mg/L 0.40 0.20 0.10 0 0.18 £0.03
150 mg/L 0.20 0.40 0.10 0 0.18 £0.03
200 mg/L 0.20 0.50 0 0 0.18 £0.03
300 mg/L 0.30 0.30 0 0 0.15+0.02
400 mg/L 0.30 0.20 0.10 0.10 0.18 £0.03
500 mg/L -- -- -- -- --

+ S.S: Standart Sapma

Sekil 4.1.11. Kontrol grubu (bor bilesikleri ile muamele edilmemis) insan lenfosit hiicre
metafaz plag1 6rnegi (1000x)
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Sekil 4.1.12. 500 mg/L borik asit uygulanmis insan lenfosit hiicre metafaz plagi 6rnegi
(1000x)
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Sekil 4.1.13. 400 mg/L boraks uygulanmis insan lenfosit hiicre metafaz plagi 6rnegi
(1000x)
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Sekil 4.1.14. 400 mg/L kolemanit uygulanmis insan lenfosit hiicre metafaz plagi 6rnegi
(1000x)

Sekil 4.1.15. 500 mg/L iileksit uygulanmis insan lenfosit hiicre metafaz plagi 6rnegi
(1000x)
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

Test bilesiklerinin doza bagli olarak in vitro kan Kkiiltiirleri iizerine biyokimyasal
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla eritrositlerde SOD, CAT, GSH-Px, GST, G-6-
PDH antioksidan enzim aktiviteleri, toplam glutatyon ve MDA seviyeleri ile toplam

antioksidan kapasitesi (TAK) ol¢iildii.

4.2.1. In vitro sartlarda insan eritrosit SOD aktivitesi iizerine bor bilesiklerinin

etkileri

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda borik asit, boraks, kolemanit ve iileksitin 5, 10 ve
15 mg/L konsantrasyonlarinin eritrosit SOD aktivitesini belirgin bir sekilde artirdigi
saptanmigstir. Bunun yan1 sira 20 mg/L borik asitin (P<0.05) ve iileksitin (P<0.01) SOD
aktivitesini artirdigi, ayni konsantrasyonda boraks (P>0.1) ve kolemanitin (P>0.1) ise
enzim aktivitesini etkilemedigi tespit edilmistir. 50 mg/L dozlarinda kiiltiirlere
uygulanan borik asit (P<0.05) boraks (P<0.05) ve kolemanit (P<0.001) SOD
aktivitesinde belirgin azalmalara neden olmustur. Buna karsin 50 mg/L {ileksit
uygulanan gruplarda SOD aktivitesinin etkilenmedigi ancak 80 mg/L (P<0.05) ve
tizerindeki dozlarda {ileksitin SOD aktivitesini olumsuz etkiledigi gozlenmistir.
Calisilan bor bilesiklerinin eritrosit SOD aktivitesi lizerine etkileri Cizelge 4.2.1, 4.2.2,
4.2.3,4.2.4,42.5 ve 4.2.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.2.1. Borik asitin eritrosit SOD aktiviteleri lizerine etkisi

Gruplar SOD Aktivitesi (U/ml) % aktivite
Kontrol 98.10 + 6.75° 100
5 mg/L 108.74 +9.07> 110.84
10 mg/L 116.10 + 8.49%"" 118.34
15 mg/L 105.50 + 6.77°" 107.54
20 mg/L 104.80 + 8.03%"" 106.82
40 mg/L 99.70 + 4.93% 101.63
50 mg/L 91.90 + 5.80%"" 93.67
80 mg/L 90.60 + 7.08%" 92.35
100 mg/L 82.60 + 7.55% 84.20
150 mg/L 78.20 + 4.56" 79.71
200 mg/L 75.70 + 4.83%" 77.16
300 mg/L 74.60 + 5.50%" 76.04
400 mg/L 71.90 + 5.328" 73.29
500 mg/L 72.90 + 6.48%""" 74.32

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.2. Boraksin eritrosit SOD aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar SOD Aktivitesi (U/ml) % aktivite
Kontrol 98.10 + 6.75° 100
5 mg/L 107.40 + 7.82°>" 109.48
10 mg/L 112.20 + 8.16"" 114.37
15 mg/L 104.50 + 6.68"™" 106.52
20 mg/L 97.60 + 4.92% 99.49
40 mg/L 95.70 + 4.96% 97.55
50 mg/L 92.60 + 3.95° 94.39
80 mg/L 92.10 + 6.38%™ 93.88
100 mg/L 81.70 £ 6.34%" 83.28
150 mg/L 76.10 + 5.355 77.57
200 mg/L 69.40 + 4.85%"" 70.74
300 mg/L 68.40 + 5918 69.72
400 mg/L 63.50 + 4.038"" 64.73
500 mg/L 61.78 +4.14" 62.98

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan O6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.3. Kolemanitin eritrosit SOD aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar SOD Aktivitesi (U/ml) % aktivite
Kontrol 98.10 + 6.75° 100
5 mg/L 107.70 + 7.27%"" 109.78
10 mg/L 103.90 + 6.32%™ 105.91
15 mg/L 104.10 + 5.19*" 106.11
20 mg/L 96.10 + 5.51° 97.96
40 mg/L 93.80 + 4.49° 95.61
50 mg/L 87.50 + 521 89.19
80 mg/L 85.60 + 5.76%" 87.25
100 mg/L 79.10 + 7.03%" 80.63
150 mg/L 72.38 +£4.22%7 73.79
200 mg/L 66.80 + 5.69%" 68.09
300 mg/L 63.40 + 4.81%"" 64.62
400 mg/L 61.90 + 485" 63.09
500 mg/L 59.70 + 6.43%"" 60.85

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.4. Uleksitin eritrosit SOD aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar SOD Aktivitesi (U/ml) % aktivite
Kontrol 98.10 + 6.75 100
5 mg/L 110.60 + 6.85™" 112.74
10 mg/L 115.80 +9.00™"*" 118.04
15 mg/L 119.10 + 7.99*"" 121.40
20 mg/L 106.30 + 8.02°4™ 108.36
40 mg/L 101.10 + 5.25% 103.05
50 mg/L 93.60 + 4.47" 95.41
80 mg/L 90.50 + 5.08%™" 92.25
100 mg/L 84.80 + 7.81""" 86.44
150 mg/L 81.60 +5.9157 83.18
200 mg/L 79.00 + 5,330 80.53
300 mg/L 78.20 + 5475 79.71
400 mg/L 73.80 + 5.45%" 75.23
500 mg/L 74.60 + 5.94" 76.04

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan onemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 géstermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.5. Borik asit ve boraksin

eritrosit SOD

aktiviteleri tuzerine etkisi

(karsilastirmalr)
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Cizelge 4.2.6. Kolemanit ve iileksitin eritrosit SOD aktiviteleri iizerine etkisi
(karsilastirmalr)
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4.2.2. In vitro sartlarda insan eritrosit CAT aktivitesi iizerine bor bilesiklerinin

etkileri

Calisilan bor bilesiklerinin eritrosit CAT aktivitesi lizerine etki diizeylerinin
birbirlerinden farkli oldugu tespit edilmistir. Kolemanit ve boraksin 15 mg/L’ye, borik
asitin 20 mg/L’ye ve iileksitin de 40 mg/L’ye kadar olan dozlarmin CAT enzim
aktivitesi lizerinde olumlu etkileri oldugu saptanmistir. Bununla birlikte belirli dozlarda
borik asit (40, 50 ve 80 mg/L), boraks (20, 40 ve 50 mg/L), kolemanit (20 ve 40 mg/L)
ve lileksitin (50 ve 80 mg/L) enzim aktivitesi tlizerinde etkili olmadiklar1 goriilmiistiir.
CAT aktivitesi lizerinde olumsuz etkilerin goriilmeye basladigi1 dozlar borik asit, boraks,
kolemanit ve tileksit i¢in sirastyla 100 mg/L (P<0.1), 80 mg/L (P<0.1), 50 mg/L (P<0.1)
ve 100 mg/L (P<0.1) olarak tespit edilmistir.

Arastirmada kullanilan bor bilesiklerinin eritrosit CAT aktivitesi lizerine etkileri Cizelge

42.7,42.8,4.2.9,4.2.10,4.2.11 ve 4.2.12°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2.7. Borik asitin eritrosit CAT aktiviteleri lizerine etkisi

Gruplar CAT Aktivitesi (U/g Hb) % aktivite
Kontrol 278.90 + 17.16™¢ 100
5 mg/L 298.60 + 21.94™" 107.06
10 mg/L 304.40 +22.38%" 109.14
15 mg/L 299.70 +21.76™"" 107.46
20 mg/L 296.10 + 22.16™" 106.17
40 mg/L 281.80 + 22.43" 101.03
50 mg/L 286.80 & 21.58° 102.82
80 mg/L 269.40 + 20.57°% 96.59
100 mg/L 260.80 + 21.19%%" 94.69
150 mg/L 258.40 £21.56%" 92.65
200 mg/L 257.70 +20.96%"" 92.39
300 mg/L 253.50 +20.72%"" 90.89
400 mg/L 249.40 +21.59%"" 89.42
500 mg/L 248.90 +21.65%"" 89.24

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.8. Boraksin eritrosit CAT aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar CAT Aktivitesi (U/g Hb) % aktivite
Kontrol 278.90 + 17.16™ 100
5 mg/L 296.90 + 20.88"" 106.45
10 mg/L 302.80 +22.36%™" 108.56
15 mg/L 301.20 +22.30" 107.99
20 mg/L 284.80 +21.07% 102.11
40 mg/L 277.60 + 22.67" 99.53
50 mg/L 274.80 + 20.95%¢ 98.52
80 mg/L 261.20 +21.33%%" 93.65
100 mg/L 259.50 + 21.64°%" 93.04
150 mg/L 257.20 +20.75%%" 92.22
200 mg/L 252.90 +20.18%" 90.68
300 mg/L 249.80 + 19.21%"" 89.57
400 mg/L 246.50 +£20.10%"" 88.38
500 mg/L 241.70 £ 20365 86.66

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan O6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.9. Kolemanitin eritrosit CAT aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar CAT Aktivitesi (U/g Hb) % aktivite
Kontrol 278.90 + 17.16" 100
5 mg/L 297.70 + 18.90°>" 106.74
10 mg/L 306.40 +20.48*"" 109.86
15 mg/L 298.40 + 22.23*" 106.94
20 mg/L 279.80 + 21.65 100.32
40 mg/L 276.60 + 21.45° 99.18
50 mg/L 260.70 + 20.90°" 93.47
80 mg/L 260.20 + 19.84°" 93.29
100 mg/L 254.20 +20.30%" 91.14
150 mg/L 252.80 + 20.44%"" 90.68
200 mg/L 248.30 +21.32%" 89.03
300 mg/L 24550 + 17.92¢ 88.02
400 mg/L 243.50 +21.18%"" 87.30

d skkokok
]

500 mg/L 238.80 + 20.75 85.62

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.10. Uleksitin eritrosit CAT aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar CAT Aktivitesi (U/g Hb) % aktivite
Kontrol 278.90 + 17.16™ 100
5 mg/L 298.50 +21.27%" 107.02
10 mg/L 307.40 £23.12% 110.21
15 mg/L 303.20 +£22.38%" 108.71
20 mg/L 29430 +22.61%>" 105.52
40 mg/L 296.10 +21.71%" 106.16
50 mg/L 272.70 +20.07% 97.77
80 mg/L 264.70 + 19.24°% 94.91
100 mg/L 264.10 + 18.71°%" 94.69
150 mg/L 262.20 + 18.06 “%" 94.01
200 mg/L 257.80 + 18.87%" 92.43
300 mg/L 258.60 + 19.04%™ 92.72
400 mg/L 251.70 £20.14%"" 90.25
500 mg/L 246.60 +20.57%""" 88.41

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.11. Borik asit ve boraksin eritrosit CAT aktiviteleri lizerine etkisi
(karsilagtirmali)
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Cizelge 4.2.12. Kolemanit ve iileksitin eritrosit CAT aktiviteleri iizerine etkisi
(karsilastirmalr)
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4.2.3. In vitro sartlarda insan eritrosit GSH-Px aktivitesi iizerine bor bilesiklerinin

etkileri

Caligilan tiim bor bilesiklerinin diisiik dozlarda (5, 10 ve 15 mg/L) eritrosit GSH-Px
aktivitesini artirdigi gozlenmistir. Bununla birlikte, 20 mg/L borik asit, boraks ve
kolemanit muamelesi in vitro sartlarda  GSH-Px aktivitesinde degisiklige yol
acmamistir. Ancak 20 mg/L iileksit muamelesi enzim aktivitesinde belirgin bir artisa
(P<0.05) neden olmustur. Eritrosit GSH-Px aktivitesinin diismeye bagladigi
konsantrasyonlar borik asit, boraks, kolemanit ve iileksit i¢in sirastyla 50 mg/L (P<0.1),

40 mg/L (P<0.05), 40 mg/L (P<0.1) ve 50 mg/L (P<0.05) olarak tespit edilmistir.

Bor bilesiklerinin eritrosit GSH-Px aktivitesi lizerine etkileri Cizelge 4.2.13, 4.2.14,
4.2.15,4.2.16,4.2.17 ve 4.2.18’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2.13. Borik asitin eritrosit GSH-Px aktiviteleri {izerine etkisi

Gruplar GSH-Px Aktivitesi (U/L) % aktivite
Kontrol 9866.40 + 558.98° 100
5 mg/L 10434.50 + 562.01>" 105.76
10 mg/L 11461.50 + 596.62%" 116.17
15 mg/L 10475.60 + 598.54>" 106.17
20 mg/L 9808.50 = 555.86° 99.41
40 mg/L 9749.40 + 538.99% 98.81
50 mg/L 9397.20 + 519.21°%" 95.24
80 mg/L 9271.60 + 504.15%" 93.97
100 mg/L 9280.00 + 497.46%"" 94.05
150 mg/L 9084.80 + 478.98%"" 92.08
200 mg/L 8887.90 + 460.37°""" 90.08
300 mg/L 8330.80 + 461.89%"" 84.43
400 mg/L 8054.30 + 481.43"" 81.63
500 mg/L 7925.40 + 463.74""" 80.32

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.14. Boraksin eritrosit GSH-Px aktiviteleri lizerine etkisi

Gruplar GSH-Px Aktivitesi (U/L) % aktivite
Kontrol 9866.40 + 558.98" 100
5 mg/L 10288.40 + 588.13%" 104.28
10 mg/L 10326.80 + 591.72%" 104.66
15 mg/L 10487.60 + 584.56""" 106.29
20 mg/L 9923.60 + 544.20° 100.58
40 mg/L 9416.60 + 535.77%" 95.44
50 mg/L 9253.10 + 512.18%"" 93.78
80 mg/L 9110.50 + 497.46°+"" 92.34
100 mg/L 9047.20 + 489.95°"" 91.70
150 mg/L 8932.10 + 472.68°%" 90.53
200 mg/L 8716.70 + 481.424"" 88.35
300 mg/L 8142.50 + 472.517°" 82.53
400 mg/L 7888.10 + 469.92°" 79.95

£ dkkx

500 mg/L 7476.30 £ 466.35> 75.71

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.15. Kolemanitin eritrosit GSH-Px aktiviteleri lizerine etkisi

Gruplar GSH-Px Aktivitesi (U/L) % aktivite
Kontrol 9866.40 + 558.98" 100
5 mg/L 10389.20 + 574.25%™ 105.29
10 mg/L 10428.60 + 577.28*" 105.70
15 mg/L 10370.60 + 587.20*™" 105.11
20 mg/L 9653.10 + 510.47" 97.84
40 mg/L 9475.90 + 522.18°%" 96.04
50 mg/L 9277.60 + 519.71°%" 94.03
80 mg/L 9069.10 + 515.54%" 91.92
100 mg/L 8857.50 + 481.14°%"" 89.97
150 mg/L 8530.80 + 473.70""" 86.46
200 mg/L 8224.60 + 464,67 83.35
300 mg/L 7867.60 + 464.99" 79.74
400 mg/L 7684.40 + 4752707 77.88
500 mg/L 7390.50 + 469.717""" 74.91

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan onemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 géstermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.16. Uleksitin eritrosit GSH-Px aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar GSH-Px Aktivitesi (U/L) % aktivite
Kontrol 9866.40 + 558.98¢ 100
5 mg/L 10483.10 + 581.05%™ 106.25
10 mg/L 11530.80 + 605.26™" 116.87
15 mg/L 12920.50 + 642.76~"" 130.95
20 mg/L 10511.40 + 557.88%™" 106.54
40 mg/L 9908.60 + 537.48¢ 100.43
50 mg/L 9231.90 + 525.94%™ 93.57
80 mg/L 9283.80 + 518.11%" 94.09
100 mg/L 9327.40 + 520.38%"" 94.54
150 mg/L 9123.40 + 509.09%" 92.47
200 mg/L 8437.30 + 471.45"" 85.51
300 mg/L 8306.30 + 475.08""" 84.19

400 mg/L 8061.60 + 460.28"""" 81.70

500 mg/L 8004.80 + 458.47"""" 81.13

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.17. Borik asit ve boraksin eritrosit GSH-Px aktiviteleri lizerine etkisi
(karsilastirmalr)
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Cizelge 4.2.18. Kolemanit ve iileksitin eritrosit GSH-Px aktiviteleri {izerine etkisi
(karsilastirmalr)

13000 A
12500 / \
12000
~ 11500
S
=, 11000 -
& 10500
= —@— Kolemanit
S 10000 .
= (4 —&— Uleksit
w9500 -
R
T 9000
7]
O 8500
8000
7500 \‘\.\‘
7000 T T T T T T T T T T T T T
e a4 4 44 4 4 4 4 94 4d4 4 4
St
= en on on en on on en on on on on on on
£ E E &8 E & &8 E & & E & & E
Y w2 2§88 2 2888888
— — (@\| on <t wv

140



4.2.4. In vitro sartlarda insan eritrosit GST aktivitesi iizerine bor bilesiklerinin

etkileri

Kiiltiirlere uygulanan dort farkli bor bilesigi de 5, 10 ve 15 mg/L konsantrasyonlarinda
eritrosit GST aktivitesini artirmistir. Bu olumlu etkinin 20 mg/L borik asit (P<0.05) ile
20 (P<0.05) ve 40 mg/L (P<0.1) ftleksit uygulamalar1 sonrasinda da devam ettigi
gorililmiistiir. Ancak bazi dozlarda borik asit (40, 50 ve 80 mg/L), boraks (20 ve 40
mg/L), kolemanit (20, 40 ve 50 mg/L) ve iileksit (50, 80 ve 100 mg/L) muameleleri
GST enzim aktivitesi lizerinde etkili olmamistir. Buna karsin, GST enzim aktivitesinin
olumsuz olarak etkilenmeye basladigi konsantrasyonlar borik asit i¢in 100 mg/L
(P<0.05), boraks i¢in 50 mg/L (P<0.1), kolemanit i¢in 80 mg/L (P<0.05) ve iileksit i¢in
150 mg/L. (P<0.1) olarak tespit edilmistir. Bor bilesiklerinin eritrosit GST aktivitesi
lizerine etkileri Cizelge 4.2.19, 4.2.20,4.2.21, 4.2.22,4.2.23 ve 4.2.24’te gosterilmistir.

Cizelge 4.2.19. Borik asitin eritrosit GST aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar GST Aktivitesi % aktivite
(umol/g Hb)

Kontrol 29.13 +3.29% 100
5 mg/L 32.63 + 4.45°" 112.01
10 mg/L 36.62 +4.73%7 125.71
15 mg/L 40.03 +4.25%7 137.42
20 mg/L 32.79 + 3.90%" 112.56
40 mg/L 30.76 + 3.14% 105.59
50 mg/L 27.39 +4.07°F 94.02
80 mg/L 26.24 + 413" 90.08
100 mg/L 25.30 + 3.29%" 86.85
150 mg/L 25.03 +3.17%" 85.93
200 mg/L 24.93 + 3.81%" 85.58
300 mg/L 22.33 + 3,758 76.65
400 mg/L 21.31 +3.97"" 73.15
500 mg/L 21.70 + 3.565"" 74.49

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan O6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.20. Boraksin eritrosit GST aktiviteleri lizerine etkisi

Gruplar GST Aktivitesi % aktivite
(umol/g Hb)

Kontrol 29.13 +3.29% 100
5 mg/L 33.27 +4.1257 114.21
10 mg/L 32.81 +4.40™" 112.63
15 mg/L 37.86+3.71% 129.96
20 mg/L 30.05 + 3.40" 103.16
40 mg/L 27.88 +4.57%f 95.71
50 mg/L 25.62 + 4.68° 87.95
80 mg/L 26.91 + 437" 88.98
100 mg/L 25.74 + 4.32°% 88.36
150 mg/L 23.79 + 424" 81.67
200 mg/L 23.47 + 418%™ 80.56
300 mg/L 20.54 +3.53%7 70.51
400 mg/L 20.15 +3.528" 69.17
500 mg/L 19.76 + 3.898""" 67.83

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.21. Kolemanitin eritrosit GST aktiviteleri lizerine etkisi

Gruplar GST Aktivitesi % aktivite
(umol/g Hb)

Kontrol 29.13 +3.29% 100
5 mg/L 33.60 + 4.25>™ 115.34
10 mg/L 38.12+£3.37% 130.86
15 mg/L 32.40 + 3.57%" 111.23
20 mg/L 29.82 +3.74% 102.37
40 mg/L 27.59 + 4.36% 94.71
50 mg/L 26.82 + 4.48%" 92.08
80 mg/L 24.58 +4.01°%" 84.38
100 mg/L 24.63 + 3,528 84.55
150 mg/L 23.67 +3.65" 81.26
200 mg/L 21.28 +3.158 73.05
300 mg/L 20.62 +3.19" 70.79
400 mg/L 18.28 +3.53%™" 62.75
500 mg/L 16.89 + 3.45"" 57.98

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan onemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 géstermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.22. Uleksitin eritrosit GST aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar GST Aktivitesi % aktivite
(umol/g Hb)

Kontrol 29.13 +3.29% 100
5 mg/L 32.62 +4.18°" 111.98
10 mg/L 38.47 +3.93%" 132.06
15 mg/L 4041 +4.69% 138.72
20 mg/L 33.45+3.16%" 114.83
40 mg/L 32.39 +3.11°¢ 111.19
50 mg/L 28.36 + 3.58° 97.36
80 mg/L 28.95 +3.71% 99.38
100 mg/L 27.79 + 3.74°" 95.40
150 mg/L 25.91 + 3.63%" 88.94
200 mg/L 25.30 + 3.52°0" 86.85
300 mg/L 25.65+3.61% 88.05
400 mg/L 2434 + 339" 83.56
500 mg/L 2441 +347 83.79

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;

P<0.05).

* =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.23. Borik asit ve boraksin eritrosit GST aktiviteleri lizerine etkisi
(karsilagtirmal)
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GST aktiviteleri tizerine etkisi

Cizelge 4.2.24. Kolemanit ve iileksitin eritrosit

(karsilastirmalr)
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4.2.5. In vitro sartlarda insan eritrosit G-6-PDH aktivitesi iizerine bor

bilesiklerinin etkileri

15 mg/L ve daha diisiik dozlarda (5 ve 10 mg/L) borik asit, boraks, kolemanit ve tileksit
muameleleri in vitro kosullarda eritrosit G-6-PDH aktivitesinde istatistiki agidan 6nemli
kabul edilen artislara neden olmustur. Bununla birlikte, 20 mg/L boraksin (p>0.1) ve
kolemanitin (p>0.1) enzim aktivitesinde belirgin degisikliklere yol a¢madigi, ayni
konsantrasyonlarda borik asit (P<0.05) ve iileksitin (P<0.001) ise enzim aktivitesini
artirdig1 tespit edilmistir. Kiiltiir ortamlarina 40 ve 50 mg/L borik asit, 40 mg/L boraks
ile 40, 50 ve 80 mg/L konsantrasyonlarinda iileksit ilaveleri neticesinde G-6-PDH
enzim aktivitesinde dnemli degisiklikler g6zlenmemistir. Buna karsin G-6-PDH enzim
aktivitesinin azaldig1 konsantrasyonlarin borik asit, boraks, kolemanit ve iileksit
bilesikleri i¢in sirasiyla 80 mg/L (P<0.05), 50 mg/L (P<0.05), 40 mg/L (P<0.1) ve 100
mg/L (P<0.05) olarak tespit edilmistir. Bor bilesiklerinin eritrosit G-6-PDH aktivitesi
tizerine etkileri Cizelge 4.2.25,4.2.26,4.2.27, 4.2.28, 4.2.29 ve 4.2.30’da gosterilmistir.

Cizelge 4.2.25. Borik asitin eritrosit G-6-PDH aktiviteleri tizerine etkisi

Gruplar G-6-PDH Aktivitesi % aktivite
(mU/g Hb)

Kontrol 15.11+£0.76° 100
5 mg/L 15.92 + 0.85*™ 105.36
10 mg/L 16.62+0.77% 109.99
15 mg/L 15.93 +0.72*" 105.43
20 mg/L 15.96 + 0.81*™ 105.62
40 mg/L 15.30 + 0.65° 101.25
50 mg/L 15.19 £ 0.67° 100.52
80 mg/L 14.28 + 0.63%™ 94.50
100 mg/L 12.01 £ 0.66%"" 79.48
150 mg/L 11.92+ 07147 78.88
200 mg/L 10.57 £ 0.59%" 69.95
300 mg/L 9.64 +0.69""" 63.80
400 mg/L 9.23 +0.53""" 61.09
500 mg/L 9.30 + 0.62"""" 61.54

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan onemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 géstermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.26. Boraksin eritrosit G-6-PDH aktiviteleri lizerine etkisi

Gruplar G-6-PDH Aktivitesi % aktivite
(mU/g Hb)

Kontrol 15.11£0.76™ 100
5 mg/L 15.76 + 0.81%" 104.30
10 mg/L 15.87 +0.82*" 105.03
15 mg/L 15.90 + 0.79*™ 105.22
20 mg/L 15.27 + 0.68" 101.06
40 mg/L 15.16 + 0.57" 100.33
50 mg/L 14.34+0.61%" 94.90
80 mg/L 12.18 £ 04757 80.61
100 mg/L 11.57 £ 045%™ 76.57
150 mg/L 1036+ 0.57" 68.56
200 mg/L 9.94 +0.71%"" 65.78
300 mg/L 9.22 +0.70¢"" 61.02
400 mg/L 9.12+0.565 60.36
500 mg/L 9.05+0.618""" 59.89

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.27. Kolemanitin eritrosit G-6-PDH aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar G-6-PDH Aktivitesi % aktivite
(mU/g Hb)

Kontrol 15.11 £ 0.76" 100
5 mg/L 15.71 £ 0.79*>" 103.97
10 mg/L 15.84+0.75%" 104.83
15 mg/L 15.81 £0.72%™ 104.63
20 mg/L 14.94 + 0.64° 98.87
40 mg/L 14.58 + 0.49°%" 96.49
50 mg/L 14.01 + 0.74%™ 92.72
80 mg/L 1147 +0.56% 75.91
100 mg/L 10.99 + 0.56%" 72.73
150 mg/L 10.27 + 0.65" 67.97
200 mg/L 9.07 +0.59&"" 60.02
300 mg/L 8.75 + 0.70&"" 57.91
400 mg/L 8.36+0.57™"" 55.25
500 mg/L 8.21+0.62™"" 54.33

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan onemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 géstermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.28. Uleksitin eritrosit G-6-PDH aktiviteleri iizerine etkisi

Gruplar G-6-PDH Aktivitesi % aktivite
(mU/g Hb)
Kontrol 15.11 +£0.76° 100
5 mg/L 15.96 + 0.83%" 105.62
10 mg/L 16.05 + 0.84>" 106.22
15 mg/L 17.13+£ 091 113.37
20 mg/L 17.52+0.97*" 115.94
40 mg/L 15.03 + 0.64% 99.47
50 mg/L 15.18 + 0.47% 100.46
80 mg/L 14.60 =+ 0.549%f 96.62
100 mg/L 14.23 +0.52°" 94.18
150 mg/L 14.16 + 0.68"" 93.71
200 mg/L 12.29 + 0.55&"" 81.34
300 mg/L 11.93 +0.685"" 78.95
400 mg/L 10.25+0.61™" 67.83
500 mg/L 10.14 + 0.63""" 67.11

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.29. Borik asit ve boraksin eritrosit G-6-PDH aktiviteleri ilizerine etkisi
(karsilagtirmal)
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Cizelge 4.2.30. Kolemanit ve iileksitin eritrosit G-6-PDH aktiviteleri lizerine etkisi

(karsilastirmalr)
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4.2.6. In vitro sartlarda insan eritrosit total glutatyon miktar1 iizerine bor

bilesiklerinin etkileri

Farkl1 bor bilesiklerine maruz birakilan kiiltiirlerden elde edilen eritrosit hemolizatlari
tizerinde yapilan analiz sonuglar1 biitiin bilesiklerin 5, 10 ve 15 mg/L
konsantrasyonlarinda total glutatyon miktarinda artislara neden oldugunu ortaya
koymustur. 20 ve 40 mg/L konsantrasyonlarinda borik asit ve kolemanit muameleleri
kiiltiirlerdeki total glutatyon miktar iizerinde etkili olmamistir. Bununla birlikte, 20, 40
ve 50 mg/L boraks ve 40, 50 ve 80 mg/L iileksit uygulamalarinin da benzer sonuglar
verdigi gozlenmistir. Buna karsilik, 80 mg/L borik asit ve boraks, 50 mg/L kolemanit ve
100 mg/L tileksit muameleleri total glutatyon miktarinda istatistiki bakimdan 6nemli
goriilen (P<0.05) azalmalara neden olmustur. Bu bilesiklerinin total glutatyon miktari

tizerine etkileri Cizelge 4.2.31, 4.2.32,4.2.33, 4.2.34, 4.2.35 ve 4.2.36’da gosterilmistir.

Cizelge 4.2.31. Borik asitin eritrosit total glutatyon miktari iizerine etkisi

Gruplar Total Glutatyon Miktari % miktar
(mM/g Hb)

Kontrol 56148.20 + 3818.58% 100
5 mg/L 61998.60 + 3913.50""" 110.41
10 mg/L 66149.20 + 4566.25>""" 117.81
15 mg/L 62708.60 + 4642.51°""" 111.68
20 mg/L 58632.80 + 4296.54% 104.42
40 mg/L 54710.20 + 3499.78°" 97.44
50 mg/L 54198.80 + 3926.09° 96.52
80 mg/L 52059.40 + 3113.88"" 92.71
100 mg/L 50323.60 + 3349.68%""" 89.62
150 mg/L 46494.80 + 3272.01™7 82.80
200 mg/L 46688.30 + 3075.79™" 83.15
300 mg/L 45931.40 + 3270.55™" 81.80
400 mg/L 45749.70 + 4022.90™"*" 81.47
500 mg/L 43224.50 + 350777 76.98

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan O6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.32. Boraksin eritrosit total glutatyon miktar1 {izerine etkisi

Gruplar Total Glutatyon Miktar1 % miktar
(mM/g Hb)

Kontrol 56148.20 + 3818.58" 100
5 mg/L 60057.40 + 4408.69%"" 106.96
10 mg/L 62919.50 + 4667.33*"" 112.05
15 mg/L 60395.10 & 4561.57%" 107.56
20 mg/L 56349.70 + 4190.69° 100.03
40 mg/L 53790.30 + 3464.07* 95.80
50 mg/L 53719.20 + 3518.62" 95.67
80 mg/L 52081.10 + 3147.08%™ 92.75
100 mg/L 51969.90 + 3311.77" 92.55
150 mg/L 48442.60 + 3488.8247 86.27
200 mg/L 47908.10 + 4101.34%" 85.32
300 mg/L 47513.50 + 3550.68%" 84.62
400 mg/L 46151.70 + 3881.924™"" 82.19

R Rk
5

500 mg/L 45609.10 + 3975.66 81.23

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.33. Kolemanitin eritrosit total glutatyon miktari iizerine etkisi

Gruplar Total Glutatyon Miktar1 % miktar
(mM/g Hb)

Kontrol 56148.20 + 3818.58™ 100
5 mg/L 59892.20 + 4694.60%"" 106.66
10 mg/L 61778.40 + 4475.94~"" 110.02
15 mg/L 59035.90 + 3058.69">" 105.14
20 mg/L 54445.70 + 3412.44% 96.96
40 mg/L 53712.30 + 3435.93°% 95.66
50 mg/L 51888.50 + 3229.96%" 92.41
80 mg/L 50398.10 + 3251.14%""" 89.75
100 mg/L 50289.20 + 3273.41%"" 89.56
150 mg/L 46010.60 + 3671.99%" 81.94
200 mg/L 45617.70 + 4239.14% 81.24
300 mg/L 44830.60 + 3937.325 79.84
400 mg/L 43359.50 + 3399.34"&" 77.22
500 mg/L 41045.70 + 3147.68%""" 73.10

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan onemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 géstermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.34. Uleksitin eritrosit total glutatyon miktar1 {izerine etkisi

Gruplar Total Glutatyon Miktar1 % miktar
(mM/g Hb)

Kontrol 56148.20 + 3818.58° 100
5 mg/L 62014.10 + 380637 110.44
10 mg/L 69315.60 + 4347.51>""" 123.45
15 mg/L 64435.70 + 432427 114.75
20 mg/L 60764.60 + 3158.19>™ 108.22
40 mg/L 55860.40 + 4595.97°¢ 99.48
50 mg/L 55223.30 + 4357.81% 98.35
80 mg/L 54290.30 + 4329.36°% 96.69
100 mg/L 52312.80 + 3421.76°%" 93.16
150 mg/L 52015.50 + 3778.54%" 92.64
200 mg/L 51131.20 + 461539 91.06
300 mg/L 48159.90 + 3869.27% 85.77
400 mg/L 47594.20 + 4250.65"" 84.76
500 mg/L 45827.50 + 3669.60™ 81.62

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan onemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 géstermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.35. Borik asit ve boraksin eritrosit total glutatyon miktar1 {izerine etkisi
(karsilastirmalr)
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Cizelge 4.2.36. Kolemanit ve iileksitin eritrosit total glutatyon miktar1 iizerine etkisi
(karsilastirmalr)
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4.2.7. In vitro sartlarda eirtrosit MDA degeri iizerine bor bilesiklerinin etkileri

Tam kan kiiltiirlerinden elde edilen eritrosit hemolizatlar1 {izerinde yapilan dl¢iimler test
edilen bor bilesiklerinin MDA diizeyleri {izerine etkilerinin birbirlerinden farklh
oldugunu ortaya koymustur. Borik asitin 50 mg/L’lik konsantrasyonlarina kadar MDA
diizeyini etkilemedigi ancak 80 mg/L ve iizeri konsantrasyonlarda MDA diizeyini
artirdigi gozlenmistir. Yine, boraks ve kolemanitin 20 mg/L’ye kadar olan dozlari
kiiltiirlerde MDA diizeylerini degistirmemistir. Ancak boraksin 40 mg/L’den,
kolemanitin ise 20 mg/L’den yiiksek konsantrasyonlart MDA diizeyini 6nemli derecede
yiikseltmistir. Uleksit ise 100 mg/L ve iizeri konsantrasyonlarda MDA diizeyini belirgin
olarak artirmistir. Bor bilesikleri ile muamele edilen periferik kan kiiltiirlerinde tespit
edilen MDA diizeyleri Cizelge 4.2.37, 4.2.38, 4.2.39, 4.2.40, 4.2.41 ve 4.2.42°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.2.37. Borik asitin eritrosit MDA degeri lizerine etkisi

Gruplar Eritrosit MDA diizeyi % degeri
(umol/L)

Kontrol 355.30+21.32° 100
5 mg/L 351.20 +22.35° 98.84
10 mg/L 350.40 + 21.15° 98.62
15 mg/L 354.10 +21.91° 99.66
20 mg/L 355.90 + 23.50° 100.17
40 mg/L 361.50 + 22.09% 101.75
50 mg/L 365.30 + 23.42% 102.81
80 mg/L 370.30 + 24.17°%" 104.22
100 mg/L 376.50 + 22.81°4" 105.97
150 mg/L 384.40 + 23.47%" 108.19
200 mg/L 388.40 +23.96 " 109.32
300 mg/L 393.70 + 24.76*>"" 110.81
400 mg/L 394.10 + 24.67>" 110.92
500 mg/L 396.90 +25.18%""" 111.70

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.38. Boraksin eritrosit MDA degeri {izerine etkisi

Gruplar Eritrosit MDA diizeyi % degeri
(umol/L)

Kontrol 355.30 +21.32° 100
5 mg/L 353.40 = 17.87" 99.47
10 mg/L 353.90 +21.48" 99.61
15 mg/L 358.80 + 24.30%" 100.98
20 mg/L 360.70 = 21.77%F 101.52
40 mg/L 371.30 + 22.57°% 104.50
50 mg/L 372.90 + 24.05°% 104.95
80 mg/L 376.20 + 21.60°%™ 105.88
100 mg/L 378.10 + 22.06°4* 106.42
150 mg/L 386.20 + 21.93%" 108.70
200 mg/L 390.10 + 24.35%" 109.79
300 mg/L 395.30 + 25.87°>" 111.26
400 mg/L 398.90 +23.93*" 112.27
500 mg/L 399.50 + 25.66% 112.44

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan onemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 géstermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.39. Kolemanitin eritrosit MDA degeri iizerine etkisi

Gruplar Eritrosit MDA diizeyi % degeri
(umol/L)

Kontrol 355.30 +21.32¢ 100
5 mg/L 357.80 + 23.30% 100.70
10 mg/L 361.10 + 24.15% 101.63
15 mg/L 362.70 + 24.92 102.08
20 mg/L 374.80 + 25.37°%" 105.48
40 mg/L 375.50 + 23.98°%" 105.69
50 mg/L 382.40 +25.29"" 107.63
80 mg/L 382.10 £ 25.41%™ 107.54
100 mg/L 391.60 + 24.05%" 110.21
150 mg/L 394.60 + 23.79*"" 111.06
200 mg/L 395.40 +23.70°"" 111.29
300 mg/L 401.20 £ 2211~ 112.91
400 mg/L 403.70 + 21.64~"" 113.62
500 mg/L 406.30 + 23.65%""" 114.35

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki acidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.40. Uleksitin eritrosit MDA degeri iizerine etkisi

Gruplar Eritrosit MDA diizeyi % degeri
(umol/L)

Kontrol 355.30 +21.32°% 100
5 mg/L 343.40 + 22.40° 96.65
10 mg/L 339.10 + 22.85° 95.44
15 mg/L 348.30 + 26.07° 98.02
20 mg/L 350.90 + 25.74% 98.76
40 mg/L 357.60 + 25.18™% 100.64
50 mg/L 356.20 + 26.04°% 100.25
80 mg/L 353.30 +23.47°% 99.44
100 mg/L 374.40 + 26.69*% 105.38
150 mg/L 380.30 +27.32%" 107.04
200 mg/L 381.70 £ 27.56>™ 107.43
300 mg/L 385.10 + 28.49%™ 108.39
400 mg/L 376.70 + 26.54%" 106.02
500 mg/L 379.80 + 27.56™" 106.89

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.41. Borik asit ve boraksin eritrosit MDA degeri iizerine -etkisi
(karsilastirmalr)
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Cizelge 4.2.42. Kolemanit ve iileksitin eritrosit MDA degeri iizerine etkisi
(karsilastirmalr)
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4.2.8. In vitro sartlarda Total Antioksidan Kapasitesi iizerine bor bilesiklerinin

etkileri

Tam kandan hazirlanan kiiltiirlerden izole edilen eritrosit yapilan total antioksidan
kapasitesi 6l¢iimlerinde borik asitin, boraksin ve tileksitin diisiikk dozlarda (5, 10 ve 15
mg/L) olumlu etkilere sahip olduklar1 goriilmiistiir. Kolemanitin ise olumlu etkilerini
daha diisiik dozlarda (5 ve 10 mg/L) ortaya koydugu tespit edilmistir. 20 mg/L borik asit
ve boraks, 15 mg/L kolemanit ile 20 ve 40 mg/L iileksit uygulamalar: kiiltiirlerin total
antioksidan kapasitelerinde dnemli degisikliklere neden olmamistir. Ancak, borik asit
(P<0.05) ve boraksin 40 mg/L (P<0.05), kolemanitin 20 mg/L (P<0.05) ve iileksitin 50
mg/L (P<0.1) konsantrasyonlar eritrositlerin total antioksidan kapasitelerinde istatistiki

bakimdan 6nemli kabul edilen azalmalara sebep oldugu goézlenmistir.

Farkl1 bor bilesikleri ile muamele edilen periferik tam kan kiiltiirlerinde tespit edilen
total antioksidan kapasitesi degerleri Cizelge 4.2.43, 4.2.44, 4.2.45, 4.2.46, 4.2.47 ve
4.2.48°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2.43. Borik asitin total antioksidan kapasite {izerine etkisi

Gruplar Total antioksidan % kapasite
kapasitesi (umol/L)

Kontrol 7.86 +0.39° 100
5 mg/L 8.37+0.51%" 106.49
10 mg/L 8.29 +0.33*"" 105.47
15 mg/L 8.19 +0.26~" 104.19
20 mg/L 7.80 = 0.23% 99.24
40 mg/L 7.54+0.30°" 95.92
50 mg/L 732 +0.35%" 93.12
80 mg/L 6.94+ 0375 88.29
100 mg/L 6.53 +0.30""" 83.07
150 mg/L 6.40 + 0.33%"" 81.42
200 mg/L 6.21 + 0.29"" 79.07
300 mg/L 6.10 + 024" 77.60
400 mg/L 6.15 + 0.26"" 78.24
500 mg/L 6.06 +0.28"""" 77.09

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan O6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

157



Cizelge 4.2.44. Boraksin total antioksidan kapasite iizerine etkisi

Gruplar Total antioksidan % kapasite
kapasitesi (umol/L)

Kontrol 7.86 +0.39 100
5 mg/L 8.28+0.30% 105.34
10 mg/L 8.19 +0.32%" 104.19
15 mg/L 8.22+0.45%" 104.58
20 mg/L 7.78 +0.25° 98.98
40 mg/L 7.55+0.29"" 96.05
50 mg/L 721 +0.34% 91.73
80 mg/L 6.87 +0.30%"" 87.40
100 mg/L 6.36 +0.29%"" 80.91
150 mg/L 6.23 + 0.34°" 79.26
200 mg/L 6.05 + 0.37°%&"" 76.97
300 mg/L 6.06 + 0.28°&"" 77.09
400 mg/L 5.97 +0.32%"" 75.95
500 mg/L 586+04187" 74.55

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.45. Kolemanitin total antioksidan kapasite tizerine etkisi

Gruplar Total antioksidan % kapasite
kapasitesi (umol/L)

Kontrol 7.86+0.39° 100
5 mg/L 8.32+0.30%" 105.85
10 mg/L 8.27 +0.33*™ 105.21
15 mg/L 7.73 + 0.46" 98.34
20 mg/L 7.51 +0.26°4" 95.54
40 mg/L 7.32 +0.29%" 93.12
50 mg/L 7.07 £ 0365 89.94
80 mg/L 6.65 +0.33""" 84.60
100 mg/L 6.09 + 0.298"" 77.48
150 mg/L 6.19+0.395""" 78.75
200 mg/L 5.67 +0.30™"" 72.13
300 mg/L 5.94 + 0278 75.57
400 mg/L 5.73 +0.34"" 72.90

i skskokok

500 mg/L 5.60 +0.38" 71.24

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).
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Cizelge 4.2.46. Uleksitin total antioksidan kapasite iizerine etkisi

Gruplar Total antioksidan % kapasite
kapasitesi (umol/L)

Kontrol 7.86 £ 0.39° 100
5 mg/L 8.47+0.50>"" 107.76
10 mg/L 8.70 + 0.53>"" 110.68
15 mg/L 9.47 +0.60%"" 120.48
20 mg/L 7.80 + 0.34% 99.23
40 mg/L 7.61 £0.30% 96.81
50 mg/L 7.52 +0.37°" 95.67
80 mg/L 7.43 £0.29%" 94.53
100 mg/L 6.59 +0.33%"" 83.84
150 mg/L 6.54+0.29%""" 83.20
200 mg/L 6.46 +0.25%"" 82.18
300 mg/L 6.33+0.29%"" 80.53
400 mg/L 6.25+0.35%""" 79.51
500 mg/L 6.19+0.26%""" 78.75

Ayni harfle gosterilen gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bir fark bulunmamaktadir (Duncan;
P<0.05). * =P<0.1, ** =P<0.05, *** =P<0.01, **** =P<0.001 anlam seviyelerinde kontrol
gurubundan farklilig1 gostermektedir (LSD).

Cizelge 4.2.47. Borik asit ve boraksin total antioksidan kapasite iizerine etkisi
(karsilagtirmal)
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Cizelge 4.2.48. Kolemanit ve iileksitin total antioksidan kapasite iizerine etkisi

(karsilastirmalr)
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4. TARTISMA ve SONUC

Toksik potansiyel yargilar degisik dokular iizerinde bir kimyasal maddenin doza bagh
etkilerinin dikkate alindig1 calismalarla deger kazanmaktadir (Moore and an Expert
Scientific Committee 1997). Borik asitin akut ve kronik dozlarinin dokular tizerindeki
etkileri arastirilmis ve yiiksek dozda borla (borik asit olarak) beslenen sigcanlarda
histopatolojik bulgularin yani sira kansizlik goézlenmistir (Draize and Kelley 1959; Weir
and Fischer 1972; N.T.P 1987). Ayrica insanlarda kan ve Tredeki bor
konsantrasyonlarinin tespit edilmesi bor maruziyetinin derecesini belirlemek acgisindan
onemli gorilmiistiir (Jansen et al. 1984a). Bu calisma ile ilk defa farkli bor
bilesiklerinin in vitro insan periferik kan kiiltiirleri iizerinde doza bagh etkileri genetik
ve biyokimyasal testlerle degerlendirilmektedir. Arastirma sonuglari borik asit, boraks,
tileksit ve kolemanitin genetik hasara yol a¢gmadigini ve bazi anahtar enzimlerin
reaksiyonlarint dozla iliskili bir sekilde kontrol eden metabolik indiikleyiciler ve

represorler gibi gorev yapabildiklerini ortaya koymustur.

Calismalar, reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasinda gorev alan antioksidan
enzimlerin memeli hiicre savunmasinda énemli bir role sahip oldugunu ve farkli toksik
ajanlara maruz kalmis kan hiicrelerinde bu enzimlerin indiiklendigini veya inhibe
oldugunu gostermistir (Afaq et al. 1998; Prasad et al. 2006). Bu arastirma insan kaninda
bor bilesiklerinin diisiik dozlarinin (5, 10, 15 ve 20 mg/L) genellikle artan enzim
seviyelerine bagli olarak antioksidan enzimlerin aktivitesinde indiikleyici bir role sahip
oldugunu ortaya koymustur. Benzer bir sekilde diisiik dozlardaki bor girisi yiiksek
seviyelerdeki bor girisi ile karsilastirildiginda insanlarda beyin fonksiyonlari i¢in faydali
bulunmustur (Penland 1994). Yine uygun miktarlardaki bor beslenmeleri akcigerlerde
l6kositlerin ROS olusturmasina engel olmus ve iltihaplanma bolgelerinde faydali
etkilere sahip olmustur. S6z konusu c¢alismada sentetik bor bilesigi (2'-
deoksiriboniikleozid siyanoboron) lokosit 5'-lipoksijenaz aktivitesini inhibe etmis ve
Fenton reaksiyonunda serbest radikal olusumunu engellemistir (Hunt and Idso 1999).

Insan ve hayvanlardaki metabolik isleyisin diyetteki borun (borik asit ve boraks olarak)
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fizyolojik miktarlar ile iliskisi borik asit ve boraksin karaciger nekrozuna karsi farkli
derecelerdeki koruyucu rolleri ve ayn1 zamanda borun normal karaciger metabolizmasi
tizerindeki olumlu etkileri ile de tespit edilmistir (Hunt and Herbel 1992; Pawa and Ali
2006).

Hayvan organizmalarinda bor oksidatif metabolizmayr degistirerek heniiz
tanmimlanmamis bir mekanizma ile doku antioksidan savunma sistemini
giiclendirebilmigstir (Kelly 1997). Ancak oksidatif metabolizmanin degismesi serbest
radikal formasyonunun tesvik edilmesiyle mi yoksa antioksidan kapasitenin
desteklenmesiyle mi saglanmaktadir sorusu hala cevap bulamamistir (Hunt and Idso
1999). Bu arastirma bor bilesiklerinin belirli seviyelerde (borik asit, boraks, kolemanit
ve tileksit bilesikleri i¢in sirastyla 80 mg/L, 40 mg/L, 20 mg/L ve 100 mg/L’ye kadar
olan dozlari) MDA degerlerini etkilemedigini (P<0.05) aksine diisik dozlarda
antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin artiglara sebep olduklarii gostermistir.
Bilindigi gibi ROS artis1 lipid peroksidasyonunda artisa ve bu da MDA degerinde
artiglara neden olmustur. MDA artis1 ise oksidatif stresin fizyolojik bakimdan 6nemli
bir gostergesi olarak kabul edilmistir (Kim et al. 2006; Siu et al. 2004). Boylece
calismamiz insan kaninda farkli bor bilesiklerinin diisiik seviyelerdeki desteginin
oksidatif strese yol agmadan antioksidan kapasiteyi ylikselttigini agik bir sekilde ortaya
koymustur. Oysa pek ¢ok kimyasal maddenin nispeten diisiik dozlarmin spesifik bir
enzimin inhibisyonu ile metabolizmay1 bozabildigi rapor edilmistir (Hochster et al.

1973).

Borun biyokimyasal fonksiyonu tam bilinmese de hiicre zarinin yapisi ve fonksiyonu
tizerinde 6zel bir etki olusturan dolayli bir protein vericisi olarak gdrev yapabilecegi
kaydedilmistir (Barr et al. 1996). Buna bagli olarak bor bilesiklerinin (borik asit ve
boraks olarak) cAMP seviyelerini yiikselterek mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon
metabolizmasina  karisabilecekleri ve  hidrolitik enzim aktivitelerini  inhibe
edebilecekleri belirtilmistir (Hall e al. 1980). Bu ¢alismada ise bor bilesikleri diisiik
dozlarda cAMP birikimini tesvik etmek suretiyle antioksidan enzimlerin aktivitesini

destekliyor olabilirler. Nitekim cAMP’deki artisin antioksidan enzim faaliyetlerini
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artirabildigi bildirilmistir (Sugino et al. 2002).

Oksidatif stres antioksidanlarin seviyeleri diistiigli zaman gelistigi i¢in (Bukowska and
Kowalska 2004) hiicresel antioksidan enzimlerin aktiviteleri (SOD, CAT, GSH-Px,
GST, GR ve G-6-PDH) hiicre savunmasinda bilhassa onemli goriilmiistiir (Cohen-
Kerem and Koren 2003, Tapiero et al. 2004). Bu enzimlerden SOD’1n oksidatif strese
kars1 savunmada esas rolii oynadigi belirtilmistir. SOD’1in siiperoksidin hidrojen
peroksit ve oksijene doniismesini katalizledigi kaydedilmistir (Kakarla et al. 2005).
Endojen H,O, ise katalaz ile suya doniistiiriilmektedir (Svistunenko 2005). Aksi
takdirde oksidatif hasara cevap olarak Fenton reaksiyonlar1 yoluyla reaktif hidroksil
radikalleri fazlasiyla iiretilebilmistir (Elman 1959). Bor (borik asit olarak) desteginin
insanlarda eritrosit SOD aktivitesini artirdig1 kaydedilmistir (Nielsen 1989). Insan
kaninda farkli bor bilesiklerinin antioksidan etkilerini karsilagtirdigimiz bu ¢alismada
sadece borik asitin degil (20 mg/L, P<0.05) ayn1 zamanda boraks (15 mg/L, P<0.05),
tileksit (20 mg/L, P<0.01) ve kolemanitin (15 mg/L, P<0.05) SOD aktivitesini artirdigi
tespit edilmistir. Ustelik borik asit (20 mg/L, p<0.1) ve ¢alisilan bor bilesiklerinin [15
mg/L boraks (P<0.05), 40 mg/L iileksit (P<0.1) ve 15 mg/L kolemanit (P<0.05)] CAT
aktivitesini de artirdigi bu calisma ile ilk defa belirlenmistir. Daha 6nce Hunt ve
Idso’nun (1999) belirttigi gibi arastirmamizda CAT aktivitesi eritrosit membran lipid ve
proteinlerini peroksit radikallerine karsi korumak amaciyla artirllmis olabilir. Diger
taraftan diyete eklenen borun (borik asit olarak) CAT enzimi tlizerindeki etkileri
hayvanlarin farkli dokularinda bile farklilik gostermistir. Nitekim, si¢an ve tavsanlarin
eritrositlerinde CAT aktivitesi azalmis (Verbitskaya 1975; Hunt et al. 1993),
karacigerlerinde ise artmistir (Pawa and Ali 2006).

Insan ve hayvanlarla yapilan deneyler borik asit ve boraksin absorpsiyon, dokulardaki
dagilim ve idrarla atilma miktarlarinda benzerlikler oldugunu ortaya koymustur. Bu
nedenle de bor toksisitesi ile ilgili bilgiler daha ¢ok hayvan deneylerinden elde edilen
bilgilere dayanmistir (Moore and an Expert Scientific Committee 1997). Oysa,
eritrositlerde kaydettigimiz artan CAT aktivitesi hayvansal ¢aligmalardan elde edilen

bilgilerin her zaman insanlar icin de aynen gegerliliklerini ileri siirmenin dogru
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olamayacagini ortaya koymustur. Ayni zamanda, bu ¢alismada 20 mg/L borik asit, 15
mg/L boraks ve kolemanit ile 20 mg/L iileksit dozlar1 GSH-Px, GST ve G-6-PDH gibi
enzimlerin aktivitelerinde belirgin artislara sebep olmustur. Katalaz gibi peroksitleri
metabolize eden GSH-Px’in aktivitesi ile reaktif oksijen tiirlerinin elimine edildigi
kaydedilmistir (Bukowska 2004). GST enziminin hiicre DNA ve lipidlerinin
peroksidasyon tiriinlerine karsi korunmasinda rol oynadigi tespit edilmistir (Ketterer and
Coles 1991). Bu enzimin basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak {izere
lipid peroksitlerine karsi selenyum bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gostererek
antioksidan savunma mekanizmasi olusturdugu da rapor edilmistir (Akkus 1995,
Candan 2002). G-6-PDH’1n ise kirmizi kan hiicrelerinde NADPH’1n tek kaynagi olan
pentoz fosfat yolunun ilk basamagini katalizledigi belirtilmistir (Altikat et al. 2002).
Uretilen NADPH’1n da eritrosit zarlarindaki siilfidril gruplarinm biitiinliigiinii koruyan,
hemoglobin denatiirasyonunu oOnleyen ve kirmizi kan hiicrelerinde serbest oksijen
radikalleri ile peroksitleri detoksifiye eden azalan glutatyonun rejenerasyonunu

sagladig1 kaydedilmistir (Weksler et al. 1990).

Yine bu arastirma, bor bilesiklerinin diisiik dozlarda total antioksidan kapasiteyi
artirdigini ortaya koymustur. Total antioksidan kapasitedeki artisin (borik asit, boraks,
kolemanit ve {ileksit icin sirastyla, % 6.49 (P<0.01), % 5.34 (P<0.01), % 5.85 (P<0.01)
ve % 20.48 (P<0.001) oranlarinda antioksidan enzim aktivitelerindeki artigla paralellik
gostermesi hiicre savunmasinda bu bilesiklerin bilhassa faydali olabileceklerini
gostermistir. Hatta, glutatyon miktarlarindaki artiglarin, GSH-Px ve G-6-PDH gibi
enzimlerin aktivitelerindeki artisla uygunluk saglamasi bu bulgumuzu destekler
mahiyette olmustur. Cilinkii, glutatyonun alyuvarlarin énemli bir bileseni oldugu (Roy
1984) ve hiicrelerin antioksidan savunmalarinda esas rolii oynadigr kaydedilmistir

(Meister 1983).

Ote yandan bu c¢alismada artan doza bagl olarak total glutatyon miktar1 kolemanitin 50
mg/L (P<0.05) dozunda, iileksitin ise 100 mg/L (P<0.05) dozunda azalma gostermistir.
G-6-PDH aktivitesindeki diisiisle glutatyon miktar1 arasindaki iliski kolemanitte, GSH-

Px aktivitesindeki azalma ile glutatyon miktar1 arasindaki iliski de tleksitte tespit
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edilmistir. Buna karsilik, borik asitin 50 mg/L (P<0.1) ve boraksin 40 mg/L (P<0.05)
dozunda GSH-Px aktivitesi diiserken, borik asitin ve tinkalin 80 mg/L dozlarna kadar
glutatyon miktar1 olumsuz yonde etkilenmemistir. G-6-PDH enzim aktivitesi ise borik
asit i¢in 80 mg/L (P<0.05), boraks i¢in 50 mg/L (P<0.05) ve iizeri dozlarinda diismeye
baslamistir. Glutatyonun GSH-Px’in kofaktorii oldugu ve tiiketilmesinin G-6-PDH
enziminin aktivitesindeki diislise bagli olarak oksidatif strese yol agabilecegi rapor
edilmistir (Efferth et al. 2006). Arastirma bulgularimiz bor bilesiklerinin artan dozlarda
GSH-Px ve G-6-PDH enzimlerinin aktiviteleri {izerinde benzer etkilere sahip
olduklarini, diisiik dozlarda ise glutatyon miktar1 ile G-6-PDH enzimi ve GSH-Px
aktivitesi arasindaki iliskinin kullanilan bilesige gore farkli oldugunu gostermistir.
Ancak total antioksidan kapasitenin GSH-Px aktivitesindeki diigiise bagli olarak
diismesi, hiicre savunmasinin G-6-PDH’dan ziyade GSH-Px ile saglanabilecegini
diistindiirmiistiir. Borun selenyum ile etkilesimi sonucunda yaban oOrdeklerinin
plazmasinda glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesinde artislar gézlenmistir (Hoffman
et al. 1992). Bu calismada bor bilesiklerinin diisiik dozlarda selenyum-bagimli olarak
calisan GSH-Px aktivitesini artirirken yiiksek dozlarda diistirmesi borun GSH-Px
tizerindeki belirleyici rolliniin selenyuma bagli olabilecegini bir kez daha ortaya
koymustur. Ayn1 zamanda bu durum borun etkisiyle total antioksidan kapasitenin neden
GSH-Px’a bagl olarak diistiigiinii de aciklayabilmistir. Ciinkii, GSH-Px ile benzer
fonksiyon yapan ancak selenyumdan bagimsiz olarak ¢alisan GST 1n aktivitesi GSH-
Px’a kiyasla tleksit (150 mg/L, P<0.1), tinkal (50 mg/L, P<0.1), borik asit (100 mg/L,
P<0.05) ve kolemanitin (80 mg/L, P<0.05) daha yiiksek dozlarinda diismiistiir. Boylece,
bor ve selenyum arasindaki iligkinin antioksidan enzimlerin aktivitelerinin
belirlenmesinde onemli bir faktor olabilecegi anlasilmistir. Ancak bor bilesiklerinin
artan dozlarda diger enzimlerin aktivitelerini de inhibe etmeleri borun sadece
selenyumla etkileserek degil ayni zamanda baska yollarla da etkili olabilecegini

gostermistir.

Yine bu calisma ile CAT enziminin borik asitin 100 mg/L (P<0.1), boraksin 80 mg/L
(P<0.1) ve kolemanitin 50 mg/L (P<0.1) konsantrasyonlarinda, SOD enziminin ise

borik asit, boraks ve kolemanitin 50 mg/L (P<0.05) konsantrasyonlarinda doza bagl
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olarak negatif aktivite gosterdikleri saptanmstir. Uleksit de her iki enzimin aktivitesini
daha yiiksek dozlarda [100 mg/L (P<0.1) ve 80 mg/L (P<0.05)] etkilemistir. Bor
bilesiklerinde (bor trifluorit, sodyum borohidrit ve karboboranlar) gozlenen toksisite
sonuclarinin onlarin bor muhtevalar ile iligkili olmadig1 belirtilmistir (Moore and an
Expert Scientific Committee 1997). Ote yandan bakir, ¢inko ve selenyumun antioksidan
enzimlerin kofaktorleri olduklar1 ve bu iyonlarin artan miktarlarinin hiicrelerde CAT,
SOD ve GSH-Px aktivitelerinde inhibisyona yol agabilecegi rapor edilmistir (Afaq et al.
1998; Tate and Newsome 2006). Bor ise sadece selenyumla degil ayn1 zamanda bakir ve
cinko gibi diger iz elementlerle de etkilesimler yapabilmektedir (Moore and an Expert
Scientific Committee 1997; Kurtoglu et al. 2005). Yine, borun etkisiyle serumda artan
sodyum ve klorid seviyelerine bagli olarak metabolik asidozis gelisebilmektedir (Moore
and an Expert Scientific Committee 1997). Kanaatimizce bor bilesiklerinin artan dozlari
in vitro sartlarda hiicrelerdeki iyon miktarlarini etkileyerek de antioksidan enzim

aktivitelerini inhibe etmis olabilirler.

Borik asitin ii¢-bes kat artan dozlar1 sperm kiiltiirlerinde ATP miktarini azaltmakta ve
enerji metabolizmasinin diismesine sebep olmustur (Ku et al. 1993). cAMP olusumu
ATP miktarina bagl oldugundan bu calismada da bor bilesiklerinin artan dozlarda
azalan cAMP miktarina bagli olarak antioksidan enzim aktivitelerini inhibe
edebilecekleri diisiiniilebilir. Diger taraftan, piridin niikleotidler, adenozin 5-fosfat,
riboflavin, pridoksin ve dehidroaskorbik asit gibi pek ¢ok biyolojik maddenin bor ile
kompleks olusturabildigi tespit edilmistir (Ku and Chapin 1994; Pawa and Ali 2006).
Bu kompleksler sis-hidroksil ihtiva eden piridin veya flavin niikleotidler gibi
kofaktorlere ihtiyag duyan oksido-rediiktaz enzimlerinin yarigmali inhibisyonuna sebep
olabilmis ve bu nedenle de in vitro sartlarda biyolojik bakimdan Onemli roller
gosterebilmislerdir. Fizyolojik konsantrasyonlarda ve pH’da bor piridin (yani; NAD"
veya NADP") veya flavin (FAD) niikleotidler ve serin proteazlar gibi 6zel biyolojik
baglar tizerinde dort hidroksil grubundan biri veya bir N ile reaksiyona girebilmistir
(Hunt 1998). Bu sekilde, bor piridin niikleotide ihtiya¢ duyan oksidorediiktazlari inhibe
etmis ve ROM olusumuna engel olmustur (Blevins and Lukaszewski 1994).

Antioksidan enzimlerin de piridin niikleotidlerine ihtiya¢c duyduklari rapor edilmistir
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(Nordman et al. 2003; Cenas et al. 2004). Bu arastirmada belki de bor bilesikleri artan
doza bagl olarak oksidorediiktazlar i¢in kaydedilene benzer bir sekilde antioksidan
enzimlerin aktivitesini 6nlemis olabilirler. Nitekim kontrollere kiyasla MDA degerleri
borik asitin 80 mg/L, boraksin 40 mg/L, kolemanitin 20 mg/L ve iileksitin 100 mg/L
dozlarinda artmistir (P<0.1). Bu durumda bor bilesiklerinin artan dozlarda serbest
radikal formasyonunu tesvik etmeleri s6z konusudur. Ancak artan oksidatif stres
DNA’ya hasar vermemistir. Clinkii, mevcut ¢alismanin bulgular1 ayn1 zamanda farkl
bor bilesiklerinin in vitro insan kan lenfositlerinde KKD, MC ve kromozomal
aberasyonlarin indiiksiyonlarina sebep olmadiklarini gostermistir. Daha once borik asit
ve boraks Amerika Ulusal Toksikoloji Programi (N.T.P 1987) tarafindan test edilmis ve
ne bakteri ne de kiiltlire alinmis Chinese Hamster Ovaryum (CHO) hiicrelerinde
mutajen olmadiklar1 sonucuna varilmistir. Genotoksisite, kromozom aberasyonlar1 ve
gen mutasyonlarin1 degerlendiren bakteri ve CHO hiicrelerinde borik asit ve boraksin
mutajenik etkilerinin yoklugu arastirilmis, fakat borlu bilesiklerin insanlar {izerindeki
etkileri yeterince arastirilmamustir. Literatiirde Landolph (1985) isimli arastirmacinin
insan fibroblastlarinda boraks genotoksistesi ile ilgili in vitro bir ¢alismasi disinda
calisma rapor edilmemistir. Biz bu calisma ile sadece borik asit ve boraksin degil ayni
zamanda kolemanit ve iileksitin insan kan dokusu {izerinde herhangi bir genotoksik
etkiye sahip olmadigini ilk kez ortaya koyduk. Boylece ¢alisilan bor bilesiklerinin artan
dozlarmma ragmen giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini Onermekteyiz. Ancak
oksidatif stresin hiicrede DNA’dan bagka yapilara da zarar verebilecegi goz Oniine
alinmalidir. Nitekim oksidatif strese yol acan serbest radikallerin hiicre zarinin yani sira
protein, enzim, lipid ve karbonhidratlar {izerine zararh etkilerinin bulundugu rapor

edilmistir (Giilbayzar 2006).

Biyomembranlarda ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu, siklikla reaktif
oksijen tiirevlerine maruz kalma ile olusmustur ve hiicresel fonksiyon degisimi veya
hiicre dliimiine yol agabilmistir (Sevenian and McLeod 1997; Armutcu et al. 2004).
Benzer sekilde, oksidatif stres altinda proteinlerin primer, sekonder ve tersiyer
yapilariin degisebilecegi rapor edilmistir. Oksidatif saldirtya maruz kalan proteinlerde

amino asit modifikasyonlari, peptid zincirinde kirilmalar ve ¢okelmeler (agregasyon)
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gozlenmistir. Benzer sekilde serbest radikallerin protein ve lipidlerle kovalent baglar
yaparak, enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasinda degisiklikler yaptigi
bildirilmistir (Giilbayzar 2006). Ozellikle siilfiir iceren amino asitlerin ve tiyol
gruplarinin daha c¢ok etkilendikleri kaydedilmistir (Farr and Kogama 1991). Ayrica,
okside olan proteinlerde meydana gelen degisimlerin geri doniisiimsiiz oldugu da rapor

edilmistir (Gardner and Fridovich 1991).

Son zamanlarda, lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu in vitro, in vivo ve insan
calismalarinda oksidatif hasarin isaretgileri olarak incelenmis ve ilgi odagi haline
gelmiglerdir (Diplock 2000; Salonen 2000; Orhan et al. 2004). Beckman ve Ames
(1997) ile Wu vd (2006) yaymlamis olduklar1 calismalarinda, oksidatif stresin artan
genetik hasarlara yol agabilecegini rapor etmislerdir. Artan lipid peroksidasyonu ve
azalan antioksidan korumanin sitotoksisite, alerji, mutajenite ve karsinojeniteye sebep
olabilecegi kaydedilmis bulgular arasindadir (Mates et al. 1999). Ancak, mevcut
calismada gelisen oksidatif strese ragmen (antioksidan enzim aktivitelerinde
degisiklikler, artan MDA diizeyleri, total antioksidan kapasitede azalmalar) DNA
hasarlarinin gézlenmeyisi lipid peroksidasyonu ile genetik hasarlarin her zaman iliskili
olmadigin1 ortaya koymustur. Nitekim, Kim vd (2006), DNA hasar1 ile lipid

peroksidasyonu arasindaki iliskinin her zaman kurulmamasi gerektigini rapor etmistir.

Insan viicudunda borun fonksiyonu kesin olarak bilinmemekle birlikte, bu elementin
glukoz, trigliserit, hormonlar ve reaktif oksijen metabolizmalarinda gorev yapabilecegi
diisiiniilmistir (E.G.V.M 2003). Mevcut ¢alismada asirt bor maruziyetinin DNA’da
hasar olusturmaksizin lipid peroksidasyonuna neden oldugu acgik¢a ortaya konmus
ancak proteinler ve karbonhidratlar gibi diger temel organik bilesikler iizerine oksidatif
etkilerinin olup olmadigi konusunda delil sunulmamistir. Borik asit, boraks, kolemanit
ve lileksit gibi temel bor bilesiklerinin bilhassa protein yada lipidler iizerine oksidatif
etkilerinin tamamen bilinebilmesi in vivo veya in vitro biyokimyasal calismalarin
yapilmasint gerekli kilmaktadir. Ciinkii olusan MDA’ler ayni zamanda protein
molekiillerini okside etmektedir (Stadman and Berlett 1998). Yine son zamanlarda

yapilan bir ¢alisma ile daha once bilinen serbest radikallerden oldukga farkli yapilarda
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olan ve bor igeren serbest radikallerin (HBX; X=F, CI, Br) varlig1 ortaya konmustur (He
et al. 2005). Kesfedilen bu yeni radikal grubun etki mekanizmasinin bilinen

radikallerden farkli olup olmadigi konusu heniiz aydinlatilmis degildir.

Sonug olarak, in vitro insan kan kiiltiirlerinde farkli bor bilesiklerinin (borik asit, boraks,
iileksit ve kolemanit) diisiik dozlarda antioksidan enzim aktivitelerini tesvik etmek
suretiyle faydali olduklar1 (sirasiyla iileksit > borik asit > boraks > kolemanit)
belirlenmistir. Yine bu c¢alisma ile artan dozlarda oksidatif stres olusturmalarina ragmen
borik asit, boraks, iileksit ve kolemanitin genotoksik etkilerinin olmadigi da tespit
edilmistir. Bulgularimiza dayanarak calisilan bor bilesiklerinin giivenli bir sekilde
kullanilabilecegi ancak oksidatif strese bagli olarak gelismesi muhtemel olan hiicre

hasarlarinin da dikkate alinmasinin gerekli olabilecegi kanaatine varilmigtir.
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