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Yapilan bu arastirmada; sitotoksisite, genotoksisite, hiyaliironik asit ve
metabolizmada kullanimi, ayrica bor ve borun canlilardaki kullanimi detaylar ile
degerlendirilmistir.

Yapilan degerlendirme neticesinde ise borun toksisitesinin zaten memeliler agisindan
diisik olmasi ve saglik alaninda bir ¢ok hastaligin tedavisinde halihazirda
kullaniliyor olmasi1 ve ayni zamanda kanser hastaliginin tedavisinde yeni
uygulamalarda kullanilmast borun sitotoksik, genotoksik veya proliferatif etkisinin
olmayacagi yoniinde bir hipotez gelistirmemizi saglamistir.

Yine ayni yaklasimla immiinojenik olmayan ve kanser gibi proliferatif olan bir
yapida olmamasi ve malignant tiimorlerin yapisina girmemesi nedenleri ile
hiyaliironik asidin herhangi bir sekilde sitotoksik, genotoksik veya proliferatif
etkisinin olmayacagi yoniinde bir diger hipotez gelistirmemizi saglamistir.

Sonug¢ olarak bu calismada; sitotoksik, genotoksik ve proliferatif etkilerinin
olmayacag1 yoniinde hipotez gelistirdigimiz bor ve hiyaliironik asidin, ayni yap1
icerisinde bulunmasi durumunda da sitotoksik, genotoksik ve proliferatif etkilerinin
olmayacagl yani boron tasiyan hiyaliironik asit bazli doku iskeletlerinin hiicre
tizerinde herhangi bir sekilde sitotoksik, genotoksik ve proliferatif etkisi olmayacag:
konusunda bir degerlendirmeye varilmstir.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC, GENOTOXIC AND PROLIFERATIVE
EFFECTS OF BORON CARRYING HYALURONIC ACID BASED SCAFFOLDS
ON CELLS

Alzamka M. A. ALMABRUK
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetics and Bioengineering

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Nejdet GULTEPE

Abstract: In this research, it has been evaluated cytotoxicity, genotoxicity,
hyaluronic acid and its metabolism, as well as the use of boron in living organisms.

As a result of the evaluation, we have developed a hypothesis that toxicity is already
low for mammals and it is already being used in the treatment of many diseases in
the field of health, at the same time the use of new applications in the treatment of
cancer disease will not result in cytotoxic, genotoxic or proliferative effect.

We have also developed another hypothesis that the hyaluronic acid will not have
any cytotoxic, genotoxic or proliferative effect due to its non-immunogenic and
proliferative nature with the same approach and its absence in the structure of
malignant tumors.

According to this study; Boron and hyaluronic acid which we have hypothesized that
there would not be cytotoxic, genotoxic and proliferative effects of boron-bearing
hyaluronic acid-based tissue skeletons on the cell in any way, evaluation has been
reached.

Key Words: Boron, hyaluronic acid, cytotoxicity, genotoxicity
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Adenozin trifosfat

Bor

Bor notron yakalama tedavisi.

Kalsiyum

Hyaliironik asit reseptorii

Deoksiribo niikleik asit

Hiyaliironik asit

Hiyaliironidaz-1

Hiyaliironidaz-2

2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil tetrazolium klorid
Magnezyum
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboksimetoksifenil)-2 (4-
stlfofenil)-2H- tetrazolium)

(3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl] 2,5-difeniltetrazolyumbromid) testi
Fosfor

Hyaliironan aracilikla hareketlilik reseptorii
(2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolium-5
karboksanilid) testi.
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1. GIRIS

Genel bir tanimlama ile zehir bilimi olarak adlandirabilecegimiz toksikoloji,
kimyasallarin canlilar {izerindeki negatif etkilerini arastiran bir bilim dalidir. Ana
hatlar1 ile canlilar i¢in zehir etkisi yapan maddeler ile bu maddelerin canlarin
fizyolojik, biyokimyasal ve patolojik olarak goriilen etkilerini ve etki
mekanizmalarin1 aragtiran bilim dalidir (Parlak, Cakal Arslan, Boyacioglu &

Karaslan, 2009).

Kainatta bulunan her maddenin bir kimyasal yapisi vardir ve bu bakis acis1 ile
herseyi kimyasal madde olarak nitelendirebilmemiz miimkiindiir. iste bu
kimyasallarin olumsuz etkileri toksikoloji bilimi ile arastirilmaktadir. Canli
viicudunun dortte {igiinii olusturan suyun, yine viicudun temel yapi tasi olan
proteinin, metabolizmada 6nemli gorevleri olan vitaminlerin bile zehir etkisi yaptigi
gerceginden yola cikilarak kainattaki her seyin zehir oldugunu diisiinebiliriz. Burada
dikkatten kacirilmamasi gereken durum kimyasal maddelerin zehir etkisi yaptiklari
miktari, bagka bir deyisle dozudur. Bir kimyasal maddenin zehir etkisi yapma
miktarima ve zarar verme kapasitesine bagli olarak sebep oldugu biyolojik zarar

toksisite ve bu kimyasal da toksik madde olarak adlandirilir.

Viicuda toksik bir madde alindiginda ve/veya viicuttaki bir madde toksik olabilecek
siira ulastiginda hiicre igerisinde yapisal degisikliklere, doku ve organlarda solunum
veya osmoregiilasyonda fizyolojik bozukluklara neden olur. Fizyolojik bozukluk
baslayan canli olecek ve bodylece canli toplulugunda popiilasyon bakimindan

gerileme so6zkonusu olacaktir.

Toksik madde viicutta toksikokinetik ve toksikodinamik iki fazdan ge¢mektedir.
Tokiskokinetik fazda maddenin viicut igerisindeki hareketi yani dolasim sistemine
girisi, dolasim sistemi aracilifi ile dokulara dagilmasi ve viicuttan atilmasi,
tokiskodinamik fazda ise maddeye maruz kalan ve maddeden etkilenen molekiil ve
doku tizerindeki etki giici incelenir. Herhangi bir maddeden kaynaklanan
toksisitenin toksikokinetik ve toksikodinamik fazlari, islem basamaklar1 ile Sekil

1.1°de verilmistir (Parlak vd., 2009).



TOKSIKOKINETIK FAZ TOKSIKODINAMIK FAZ

3 Biyolojik
ATILIM €——Tg Detoksifikasyon R::llcrsni;t)n Biyoiim;fasal
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Metabolizma
Biyosentez
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A
Toksikant ffs Hedef
N\ ve
Modifiye |
.. Hedef
Lipid Depolama ede Davranis

ABCLE | Yanitlar1

Sekil 1.1. Toksisitenin fazlar1

Toksisitenin daha iyi anlasilabilmesi i¢in 6ncelikle endokrin sistem hakkinda yeterli
bilgiye sahip olmak gerekir. Endokrin sistem; biiylime, gelisme, ilireme ve
homeostazide etkin gorevi olan hormon salgilayan hiicreler, dokular ve salgi
bezlerinin biitiinii olarak tanimlanir. Canli organizmada gerceklesen metabolizma
faaliyetlerinin koordinasyonu ve diizenini saglayan sinir sistemi ve endokrin
sistemidir. Sinir sistemi reaksiyonlar1 hizli bir sekilde vermesine ragmen endokrin
sistem kimyasallarin dolasim sistemine aktarilmasi ve buradan alinan geri doniis

nedeni ile daha yavas reaksiyon verir (Kay, 1998). Omurgalilarda endokrin bezler:

Cinsiyet bezi
Adrenal bez
Paratroid bezi
Troid bezi
Hipofiz bezi
Pankreas

Hipotalamus

© N o gk~ wDd e

Pineal bez seklindedir.

Endokrin sistemin temel ¢alisma mekanizmasi Sekil 1.2°de verilmistir.



GONAD
Steroid hormon
uretimi

BEYIN

Gonadotropin
Hipotalamus

Vitellojenin

Serum baz <::D QStemid hormon
protein reseptorleri

Sekil 1.2. Endokrin sistemin temel ¢calisma mekanizmasi

Kimyasal maddeler endokrin sistemde hormon, beyin ve enerji sinyallerinde etkili
olup viicudun hemeostatik dengesini bozmaktadirlar. Boylece toksisite, kanser ve
iltihap gibi hastaliklarin yaninda viicudumuzdaki birgok olumsuz etkilerde de 6nemli
bir rol oynamaktadir. Bu nedenle toksisitenin ve toksik madde etkinliginin
belirlenmesinde testler ve bu testlerin dogruluk derecesi onem kazanmaktadir

(Weyermann, Lochmann & Zimmer, 2004).

Canlilar iizerinde toksisite testlerinin yapilmasinda en 6nemli etken maruz kalmaya
bagl olarak, maruz kalinan kimyasalin dozu ve bu duruma metabolizmanin verdigi
tepkidir. Metabolizmanin verdigi tepki akut bir sekilde gerceklesebilecegi gibi kronik

olarak da gerceklesebilir. Bu nedenle toksisite testleri;

1. Letal toksisite testleri

2. Subletal toksisite testleri olarak iki grupta yapilir.

Letal toksisite testlerinde ¢alinin 6liim oraninin degerlendirmesi, subletal toksisite
testlerinde ise canlida olan biyokimyasal degisiklikler, patolojik olgular ve genetik

etkiler gibi metabolizma igerisindeki bir¢ok farklilik degerlendirilir.



Subletal toksisite testleri, canlinin biitiin ve/veya kismi hayat dongiisii kullanilarak
yapilabilecegi gibi canli viicudunda toksik aksiyon mekanizmalarini ortaya koymak

tizere de yapilabilir (Parlak vd., 2009).

Biitiin bu bilgiler 15181 altinda metabolizmada var olan ve sistemsel olarak isleyen
boron tagiyan hyaliironik asit bazli doku iskeletlerinin hiicre iizerine sitotoksik,
genotoksik ve proliferatif etkileri konusunda bir 6n degerlendirme ¢aligmasi yapilmis

ve ana basliklar altinda sunulmustur.



2. SITOTOKSISITE

Sitotoksisite; kararli kimyasallarin veya ara hiicrelerin, hiicreleri yok etme
kabiliyetini ifade eder. Sitotoksik olan herhangi bir bilesigin kullanilmasi ile saglikli
canli hiicrelerde nekroz ya da apoptoz olusabilir (Riss & Moravec, 2004). Bu
nedenle, farmasdtik iriin arastirmalarinda kullanicilarin giivenligini saglamak ¢ok
onemlidir. Sitotoksisitedeki mekanizmalar1 anlamak i¢in normal ve anormal Sliimle

ilgili biyolojik siiregler hakkinda daha teferruatl bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Organizmalarin yasam dongiileri dogum, biiylime, {lireme, yaslanma ve Olim
seklindedir. Yasam dongiisiiniin dengeli bir sekilde devam etmesinin, kanser ilaglari,
radyasyon, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu, sitotoksik T lenfositler ise apoptoza

neden olmaktadir.

Nekroz, bir veya daha fazla sayida hiicrenin, dokunun ya da organin geri
doniigiimsiiz olarak hasar gérmesi sonucu goriilen patolojik oliimdiir. Hiicre veya
dokulardaki nekroz; hiicre lisizine sebep olan enfeksiyon ve toksinler gibi dis

ajanlarin etkileri sonucunda olusur. Nekrozun genel metabolizmas1 Sekil 2.1°de

verilmistir.

Morfolojik mitokondriyal
degisimler Membran yikimi

Kromatin paterni korunur

Normal hiicre Hiicrenin gismesi Geri doniissiiz sisme Par¢alama

Sekil 2.1. Nekroz metabolizmasi



Hiicrelerde olan sisme iki yolla gelisir. Birinci yol; hiicrede kabarcik olugmasinin
baslamasin1 piknoz takip eder ve bdylece niiklear kiigiilme/biiziilme bagslar.
Nihayetinde bu yolun son adimi olarak ¢ekirdek sitoplazmada ¢6ziiniir ve bu olaya

karyoliz denir.

Ikinci yol; apoptoz ve tomurcuklanmadan sonra goriilen ve ortaya ¢ikan nekrozun
sekonder formudur. Nekrozun hiicresel degisiklikleri, apoptozun bu sekonder
formunda ortaya ¢ikar ve bu asamada cekirdek pargalara boliiniir bu olaya

karyoreksis adi verilir (Proskuryakov, Konoplyannikov & Gabai, 2003).

Morfolojik olarak apoptoz; sitoplazmik kiigiilme, niikleer yogunlasma ve DNA'nin
diizenli olarak pargalara ayrilmasi gibi sitolojik ve molekiiler olarak tanimlanabilen,

hiicrede olan degisikliklerdir (Sekil 2.2).

P22

Reaktif Hiicre biiziigmesi Kabarcik Apoptotik yap1
indeksteki ve kromatin olusmasi ve olusumu ve
degisim yogunlagmasi ¢ekirdek fagositoz
parcalanmasi

Sekil 2.2. Apoptoz esnasindaki morfolojik degisiklikler

Apoptoz, intrensek yol ve ekstrensek yol olmak iizere iki yolla yapilir. Intrensek
yolda kas hiicrelerini kullandig: igin, ekstrensek yolda ise diger hiicrelerden sinyal
aldig1 i¢in hiicre kendi kendini 6ldiiriir (Douglas, 2011). Normal bir hiicrede apoptoz

metabolizmasi Sekil 2.3’de verilmistir.



Morfolojik olarak Bozulmamus zar
korunan mitokondri

VA

Normal hiicre Niiklear degisiklikler Pargalanma Apoptoz cisimleri

Sekil 2.3. Apoptoz metabolizmasi

Apoptoz ve nekroz arasinda hem metabolik olarak hem sonug¢ olarak bir takim
farkliliklar mevcuttur. Temel fark; nekrozda pargalanan hiicrenin igerigi yirtilan
zardan disartya yayilir ve organeller islevlerini kaybeder, apoptozda ise hiicre
pargalar halinde dagilir ve organeller islevlerini devam ettirirler. Nekroz ve apoptoz

arasindaki farkliliklar Sekil 2.4’°te verilmistir.

Cekirdek
Organeller Normal hiicre
/ Tomurcuk
—_—
Kiigiik tomurcuk
Kiigiik tomurcuk olusumu

olusumu .
Birbirlerine yapisarak
genisleyen tomurcuklarin igine

yerlesmis bir organel yok '0
L] r

Hiicre zar1 yirtilip, hiicre igerigi Hiicre pargalanip, tomurcuklarin herbiri
digar yayilip, organeller islevini ! ‘B apoptik cisimcik olarak ayrilip,

yitirmigtir organeller halen islevseldir

NEKROZ APOPTOZ

Sekil 2.4. Nekroz ve apoptoz arasindaki farkliliklar

Sitotoksisitenin belirlenmesinde bir¢ok farkli test kullanilmaktadir. Kullanilan testler

degerlendirildiginde en O6nemli konu testlerin dogruluk derecesidir ve testlerin



dogruluk dereceleri hiicrenin durumuna bagl olarak degisebilir. Testlerin dogruluk
dereceleri; katalizor hareketi, hiicre zar1 gecirgenligi, hiicre aderansi, ATP olusturma,
ko-enzim olusturma ve niikleotid alim hareketi gibi hiicrenin farkli kapasiteleri ile
belirlenebilir. Bunlarin birgogu i¢in; nétral kirmizi, ATP, LDH salinimi, asit fosfataz
aktivitesi, tetrazoliyum tuzlari, INT, MTT, MTS salinimi ve XTT igeren teknikler,
siilfohodamin B sitotoksisite testi, resazurin test sistemi, kenasit mavisi testi ve
protein testi (Decker & Lohmann-Matthes, 1988; Putnam, Bombick & Doolittle,
2002; Weyermann vd., 2004; Fotakis & Timbrell, 2006) gelistirilmistir.

Genel degerlendirme analizlerine alternatif olarak 1989 yilinda nétral kirmizi testi
(3-amino-m-dimetilamino-2-metilfenazine hidroklorid) gelistirildi. Bu yontem hiicre
kiiltiirlerinde sitotoksisitenin gostergesi olarak kimyasal maddeler ve kozmetik
trlinlerin kabul edilebilir toksisitesinin belirlenmesi icin  uzun zamandir
kullanilmaktadir. Bu yontem hiicre zar1 iizerinde 6zellikle toksik etkinin devamlilig
konusuda etkin bir degerlendirme aracidir. Bu testle boron gibi kimyasallara maruz
kalan lizozomlar1 vasitasiyla notral kirmiz1 rengi absorbe eden hiicreler tanimlanir.
Lizozomal membranlar1 tahrip eden ve bdoylelikle hiicrelerin enerjisini zayiflatan
kimyasalin, hiicrenin nétral kirmizi rengi veya nétral kirmizi konsantrasyonunda

azalma olacaktir (Putnam vd., 2002; Weyermann vd., 2004).

Adenozin trifosfat (ATP) testi, ATP ve liisiferinden bir katalizér olacak sekilde
enzim lisiferazin1 uyararak yayilan 1518 siddetinin Olgiilmesine dayanmaktadir

(Putnam vd., 2002).

Laktat dehidrojenaz (LDH) testi, basit ve hizli olan enzimatik bir testtir. Testin
calisma mekanizmasi, teste tabi tutulacak olan kimyasal madde ilave edildikten sonra
hiicre zarindan kiiltiir ortamina akan laktat dehidrojenaz (LDH) miktarini dlgme
esasina dayanir. Normal bir hiicrede sitotoksik bir etki olmaz ise akint1 olmaz. Akinti
hiicre zarimin hasar gérmesi sonucu olur ve hiicre zarindaki bu islevsel kayip zamanla

hiicre 6limiine neden olur (Decker & Lohmann-Matthes, 1988; Putnam vd., 2002).



Asit fosfataz testi, hiicre sayisini dlgerek kimyasal maddenin sitotoksisiteyi gosteren
substrat degisim miktarin1 Olger. Testte hiicre zarina bagh asit fosfataz ve ayrilan

substrat Sl¢iiliir (Putnam vd., 2002).

MTT  (3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]  2,5-difeniltetrazolyumbromid) testi, temeli
mitokondrinin aktivitesinin 6l¢lilmesine dayanan bir test olup hiicrenin bunun disinda
kalan kismu ile alakali degildir. Suda ¢oziinebilen tetrazolyum tuzu kullanilarak; test
edilecek materyalin sitotoksisite derecesini belirlemek i¢in sitotoksisite derecesini
gosteren mitokondri igerisinde, tetrazolyum halkasinin siiksinat dehidrojenaz
tarafindan mitokondriye aktarilmasi ile ¢oziilmeyen mor formazana doniislimiinii

belirler. MTT testi sirasinda olan kimyasal dontisiim Sekil 2.5’te verilmistir.

XTT (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolium-5-karboksanilid)
testi, calisma prensibi MTT testi ile ayn1 olup daha yiiksek hassasiyet ve daha yiiksek

bir dinamik aralik sunmasi nedeni ile MTT testinin yerine planlanmis bir testtir.

MTT ve XTT testlerinin temeli kolorimetrik analiz yapmak {izere ¢alisir ve canli
metabolizmay1 6l¢er (Putnam vd., 2002; Weyermann vd., 2004; Fotakis & Timbrell,
2006).

a &

i A

N—N
I \ Mitokondrial Rediiktaz \
—_
N ¥
N=N
Br-

3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-1,3-difenilformazan

(MTT) (Formazan)

Sekil 2.5. MTT testi kimyasal doniisiim mekanizmasi

Siilfohodamim B sitotoksisite testi, hiicrenin iginden merkez disina ¢ikan protein

miktarmin 6l¢iilmesi esasina dayanir. Proteinler siifiirodamin B boyasin1 baglar ve



daha sonra TRIS ¢ozeltisi ile hiicreden ¢ikarilir. Siilfohodamim B sitotoksisite testi

kolorimetrik metotlardan biridir (Putnam vd., 2002).

Resazurin test sistemi, kimyasala maruz kalmis hiicrelerin resazurin boyasi ile
boyanmasi ile test yapilir. Boyama sonucunda normal hiicreler koyu mavi renkte

olup, toksisiteye maruz kalmis hiicrelerin rengi kirmiziya déner (Putnam vd., 2002).

Kenasit mavisi testi, kenasit mavi boyasi ile boyanan hiicreler tarafindan tutulan
boya miktarinin Ol¢iilmesi esasina dayanan bir testtir. Toplam hiicresel protein
miktarin belirlenir ve bunun kuru miktar1 sitotoksisite derecesini gosterir (Putnam
vd., 2002).

Protein testi, kimyasal ile muamele edildikten sonra hiicredeki proteinin rezidii
miktar1 kantitatif olarak ol¢iiliir, bu nedenle hiicrenin canliligimin gostergesidir

(Fotakis & Timbrell, 2006).

ASIT FOSFATAZ
GLIKOZ

- Hiicrenin genel fizyolojik durumu

- Glikoz tiiketimi

NOTRAL KIRMIZI
- Lizozomal aktivite
- Zar gegirgenligi

MTT/XTT
- Mitokondriyal metabolizma
- Solunum toksisitesi

KRISTAL VIiYOLE
LDH - Hiicre ¢ogalmasi
- Zar gegirgenligi - DNA

SULFOHODAMIN B
- Hiicre ¢ogalmasi
- Toplam protein sentezi orani

Sekil 2.6. Sitotoksisite test sistemleri

Genel hatlan ile sitotoksisite test sistemleri, 6rnekleme ve reaksiyon 6zellikleri test

yapilan hiicre kisimlari ile birlikte Sekil 2.6°da verilmistir.
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3. GENOTOKSISITE

Mutajenite, hiicrelerin veya organizmalarin genetik materyal yapisinda ve/veya
miktarinda kalic1 ve aktarilabilen degisikliklerdir. Genetik materyalde meydana gelen
bu yap1 ve/veya miktar degisikliklerine ise mutasyon denir (Parlak vd., 2009).
Mutasyona sebep olan faktor mutajen, mutasyona ugrayan yapiya (gen, kromozom,
hiicre, birey) mutant, mutajenin mutant {izerinde gostermis oldugu etkiye ise

mutajenik etki denilmektedir. Mutasyonlar;

1. Kromozom sayisinda ve yapisinda,

2. Gen sayisinda ve yapisinda olmaktadir.

Birey dogustan mutasyona sahip olabilecegi gibi, daha sonra da bu ozelligi
kazanabilir. Mutasyonlar, genin normal fonksiyonunu veya iirinlerini etkiledikleri

zaman soruna yol agarlar.

Bu tanimlama iizerinden bakildiginda genetik hastaliklar; mutasyonlarin neden

oldugu spesifik hastaliklardir. Genetik hastaliklar;

Bir gende meydana gelen mutasyonlar
Coklu gen bozukluklari
Mitokondriyal bozukluklar

A w0 np e

Kromozom anormallikleri seklinde siniflandirilabilir.

Genotoksisite, mutasyona neden olan bir hiicre igindeki genetik zararli kimyasal
maddelerin 6zelliklerini tamimlar. Bunlar kromozomal sapmalar olarak bilinen
kromozom sayisindaki farkliliklardir ve Down sendromunda oldugu gibi ciddi

dogum hasarlarina sebep olur (Kolle, 2012).

Down sendromu durumunda gériilen kromozomal sapmalar Sekil 3.1’de verilmistir.
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Sekil 3.1. Kromozomal sapmalar (Down Sendromu)

Mikroniikleus, mitoz boliinmenin metafaz sathasindan anafaz sathasina gegisinde bir
mikroniikleus olusur. Mikroniikleus, kromozom kaybina veya kirilmadan sonra
sonugtaki cekirdek ile birlesmeyen bir kromozomdan ayrilan asentrik fragmana
neden olabilir. Bu duruma sebep olan aktif metabolitler daha ¢ok bitki hiicrelerinde
bulunur, hayvan ve insanlar i¢in zehirlidir. Aktif metabolitler DNA ile etkilegsime
girdiginde, DNA hasarina neden olurlar ve bu da kanser veya dogum kusuruna neden
olabilir (Kirkland, Reeve, Gatehouse & Vanparys, 2011). Mikroniikleusun genel

goriiniimii Sekil 3.2°de verilmistir.

. /! mi.krgrijil.eu?

Fotograf 3.1. Mikroniikleus genel goriiniimii
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Genel olarak genotoksisite, mutajenite ile karigtirtlir. Mutasyon hiicre
boliinmelerinde tutulan DNA sekansinda degisikliklere neden olurken (Sekil 3.3)
mutajenite kimyasal ya da fiziksel bir ajanin mutasyona yani kalitsal degisime neden

olma kapasitesini gosterir.

Genotoksinler, DNA'ya zarar verir ve hiicre dlimiine veya mutasyona neden olan
zararlara yol agar. Tim mutajenler genotoksiktir, ancak genotoksinlerin hepsi
mutajenler degildir, hasar her zaman mutageneze yol agacak sekilde kararh

olmayabilir. DNA diziliminde degismeden kalmalarina neden olamazlar.

Seker fosfat omurga

, Timin » Adenin
. A X >

) .
\/ sitozin Gumnin

Hiicre DNA molekiilii

Sekil 3.2. Mutasyon

Ames testi, in vitro ve in vivo toxicology testleri ve comet testi, kromozom sapma
testi ve mikroniikleus testi gibi bircok genotoksik test mevcuttur. Genotoksisite
testlerinin amaci, bir maddenin genetik maddeyi etkileyip etkilemeyecegini veya
kanserojen ozellige sahip olup olmadigimni tanimlamaktir. Bu testler araciligi ile
duyarli organizmalar i¢in genotoksik maddelere erken miidahale etme imkam

olusmaktadir.

In vitro ames testi, kimyasallarin DNA'da mutasyona neden olup olmadigini taramak
icin kullanilir. Kanser ¢ogunlukla mutasyonla baglantili oldugundan ve bu testin
kullanim1 ile herhangi bir kimyasalin karsinojen o6zelligi gosterip gostermemesi

belirlenir. In vitro ames testinde mutasyona neden olabilecek kimyasallar1 belirlemek
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icin Salmonella typhimurium bakteri suslar1 kullanilir ve negatif sonug veren
kimyasallarin mutasyona neden olmadigi seklinde degerlendirme yapilir. In vitro
ames testinin ucuz olmasi ve kisa zamanda sonug¢ vermesi en 6nemli avantajlaridir

(URL-3).

Comet testi, test edilen kimyasalin bireysel olarak hiicrelerde DNA hasarini indiikte
etmesi esast ile genotoksik olma ihtimalini degerlendiren bir testtir. Bu testte
kuyruklu yildizin kuyruguna benzer bir sekilde DNA hasarinin  6zellikleri
goriilmektedir (Fotograf 3.1). Goriintiilenen kuyruk kisminin uzunlugu ve pargaciklar
DNA hasar1 miktar1 ile orantili olmaktadir (Tice, Agurell, Anderson, Burlinson,

Hartmann, Kobayashi, Miyamae, Rojas, Ryu & Sasaki, 2000).

- . y
—

Fotograf 3.2. Comet testi

In vivo comet tarama testi, farmasétik iiriinler icin ICH S2 (R1) ydniinde kapsamli
bir testtir. Ayni zamanda bir mikroniikleus tahlili ve tekrarlama doz toksisite

caligmalari ile birlestirilerek daha detayli sonuglar elde etmemizi saglayabilir.

In vivo testlerin baslica avantajlari, kromozom yapisini etkileyebilen DNA hasari
olasiligin1 tanimlamak veya kromozom sayilarin1 degistiren mitotik aparati
incelemek ve ayrica in vitro testlerde atlanan genotoksik faktorleri saptamak olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.
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4. HYALURONIK ASIiT VE METABOLIZMADA KULLANIMI

Hiyaliironik asit (HA); N-asetil-D-glukozamin, glukoronik asit ve ¢ok tekrarlanan
disakkarit [(1—3)-B-d-GIcNAc-(1—4)-3-d-GIcA-] yapisinda olan yiiksek molekiil
agirhigina sahip dogal glikozaminoglikan olan karbonhidrat tiirtidiir (Liu, Liu, Li, Du

& Chen, 2011). Hiyaliironik asitin genel formiili (C14H21NOj1)n olarak
gosterilmektedir (Sekil 4.1).

H NHCOCH,

D-Glukoronik asit N-asetilglukozamin

Sekil 4.1. Hyaliironik asit (HA)

Normal olarak hiyaliironik asit (HA), hiicre dist matriste ve periseliiler (hiicre
etrafinda) matris iginde bulunur ve ayrica hiicre i¢inde de vardir (Necas, Bartosikova,
Brauner & Kolar, 2008). Hiyaliironik asit sinovyal kompleks bir sividir. Daha ¢ok
bag dokularinda yaygin olup, insanda, hayvanda ve bakteriler de dahil olmak iizere
tiim canli organizmalarda mevcuttur. Ornegin; gdz vitreusunda, horoz taraginda,
dermiste, arter duvarlarinda ve Streptococcus sp. gibi bakterilerin kapsiillerinde
bulunabilmektedir (Chong, Blank, McLaughlin & Nielsen, 2004). Buralardan elde
edilen hyaliironik asit tip sektdriinde, ilag sanayisinde ve kozmetik sanayisinde

kullanilan hiyaliironik asidin temel kaynagini olusturmaktadir.

Hiyaliironik asit biyouyumlulugu olan ve ¢ok rahatlikla bir¢ok hayvan ¢aligmalarinda
kullanilan zehirli ya da genotoksik 6zelligi olman bir maddedir. Ayrica immiinojenik

olmadig1 gibi kanser ve malignant tiimorlerin yapisinda da yer almaz.
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Hiyaliironik asitin malignant yapilarin ¢ogunda arttiginin bilinmesine ragmen, meme
kanserinde tiimor belirleyici marker olarak kullanilir. HA immiinojenik ve toksik
olmadigindan dolay1 goz ilaglari, goz damlasi, oftalmik cerrahi, osteoartrit (Fotograf
4.1), yara iyilesmesi gibi kullanildigi ¢ok fazla klinik uygulama vardir. HA cilt
mekanizmasinda nemlendirici olarak kullanildig: gibi ciltteki kuruluk ve kirigikliklar
icinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Cilt dokusu hiyaliironidaz ile parcalanir ve
riboflavin, ultraviyole 151k ve su ile birlesip bir kiristk yumusatma etkisi olusturur
(Saranraj & Naidu 2013).

Fotograf 4.1. Diz osteoartriti i¢in intraartikiiler HA enjeksiyonu

HA, diz osteoartritinin tedavisinde ayrica diz ve kal¢a gibi eklemlerde olusan
artritlerde eklem sivisi tedavisinde kullanir. Artritte eklemlerdeki sinoviyal sivinin
viskozitesi azalir ve kikirdak yastig1 azalarak kemiklesir. HA enjekte edilen eklemde
agr1 ve si1z1 azalir, sinoviyal sivimin visko elastisitesini artirir. Bunun yani sira
sinovyal sivinin artan Visko elastisitesi sayesinde patolojik olgulardan kaynaklanan
hareket problemleri de azaltilmis ve/veya ortadan kaldirilmis olur (Dennis, 2000;
Rutjes, Jiini, da Costa, Trelle, Niiesch & Reichenbach, 2012).

HA, hiicrelerin proliferasyonu, gocii ve farklilasmasinda goriilen CD44, RAHAMM

gibi spesifik reseptorlere sahiptir. Metabolizmasi; HA hiicre yilizeyinde bulunan
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CD44 hiyaliironan, HAYAL-1, HAYAL-2 hiyaliironidaz reseptorlerine ve B-
glukronidanse ve B-N-asetilglukozaminidaz lizozomal enzimlerine sahip olmasi ile
karakterizedir (Stern, 2004).
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5. BOR VE BORUN CANLILARDA KULLANIMI

Bor; kimyasal sembolii B, atom numarasi 5 olan yar1 metal 6zelliginde bir elementtir.
Giines sistemi ve yer kabugunda diisiik miktarda bulunan bor elementi karbona (C6)
benzer (Fotograf 5.1) ozellikte olup dogada borat mineralleri formunda ve borat
minerallerinin suda ¢oziinme Ozelliginden kaynakli olarak lokal alanlarda yiiksek

miktarda bulunur (Hammond, 2009).

Fotograf 5.1. Kristal bor

Bor; cam ve seramik, temizleme ve beyazlatma, alev geciktiriciler, tarim, metaliirji,
enerji, saglik ve ¢cimento sanayilerinde kullanilmaktadir. Bor, canlilar agisindan iz
oranda gerekli olan ve hiicrelerde sentezlenemedigi i¢in esansiyel olan bir elementtir.
Canli metabolizmada kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) ve fospor (P) dengesinde
etkili olmasi nedeni ile saglikli kemik dokusu olusumunda, kaslarin ve beyin
fonksiyonlarmin gelismesinde onemlidir. Ayrica saglik alaninda bir ¢ok tedavide

kullanilmasmin yani sira yeni bir tedavi sekli olan bor notron yakalama tedavisi
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(BNCT) ile saglikli hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicrelerin imha edilmesini

sagladig1 i¢in kanser tedavisi bakimindan 6nem kazanmistir (URL-1).

Bor kristal ve amorf olmak tizere iki yapidadir. Amorf bor kahverengi renkte, kristal
bor ise siyah renktedir (Delaplane, Dahlborg, Graneli, Fischer & Lundstrom, 1988;
Delaplane, Dahlborg, Howells & Lundstrom, 1988). Amorf bor Fotograf 5.2°de

verilmigtir.

Fotograf 5.2. Amorf bor

Bor elementi yiyeceklerden fasulye, findik, avokado, portakal, {iziim ve palmiye
tirlerinde bulunmaktadir. Bor ayrica meteorlarda az miktarda bulunan bir

ametaloittir.

Karbon (C6) karisimi olarak bulunmasi nedeni ile ¢ok diisiik miktarda iiretilir ve
dogada en fazla bulundugu yer Tiirkiye olmasi nedeni ile Tiirkiye en biiylik ve

stratejik bor tireticisi konumundadir.
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Sekil 5.1. Bor iiriinlerinin sematik gosterimi (URL-1)

Bor kullanim alanlar1 ve 6zellikleri bakimindan stratejik bir iiriindiir. Diinyada 2014

yil1 verileri ile bor tiretimin kurulu kapasitelere gore dagilimi Tablo 5.1°de verilmistir

(URL-1).

Tablo 5.1. Diinya Bor Kurulu Kapasitelerin Bélgelere Gore Dagilimi

ULKELER

Kurulu Kapasite (bin ton B,03)

Avrupa (Tiirkiye)
Kuzey Amerika (ABD)

Giliney Amerika (Arjantin, Sili, Peru, Bolivya)

Asya (Rusya, Cin, Hindistan)

1.086
645
396
460

TOPLAM

2.587
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Bor memeliler i¢in diisiik toksisiteye sahiptir fakat eklembacaklilar i¢in toksisitesinin
yiiksek olmas1 nedeni ile karincalar ve pireler gibi bir¢cok canli tiiriine karst pestisit

olarak da kullanilmaktadir (Klotz, Moss, Zhao, Davis & Patterson, 1994).

Bitkilerin hiicre duvarlarinda rol oynamasi nedeni ile bitki yetistiriciliginde énemli
bir bitki besin elementidir. Ayrica farmasotik olarak elde edilen bor, antimikrobik ve
antibiyotik olarak kullanilmistir. Ilk olarak Streptomyces sp.’den izole edilen
boromisin ylizme havuzlarina ilave edilmis Candida albicans gibi mantar tiirlerine
kars1 antifungal Ozellik gostermistir (Irschik, Schummer, Gerth, Hofle &
Reichenbach, 1995).

Bor viicut pH’smin dengelenmesine yardimci olur ve beyin fonksiyonlarini
zenginlestirerek artirir. Saglikli kadin ve erkeklerde Ostrojen seviyesi de dahil olmak
lizere alti hormonun seviyesini artirma kabiliyetine sahiptir. Viicuttaki kaslari,
kemikleri ve iskelet sistemini giiglendirir. Osteoporozun onlenmesinde ve artritis
tedavisinde de etkili olan borun eksiklik durumunda kas ve kemik erimesi ile viicutta
agrilar olur (Nielsen, Hunt, Mullen & Hunt, 1987) .

Insanlarda oldugu gibi hayvanlarda da bor, kalsiyum (Ca) metabolizmasi bakimindan
onemlidir. Kalsiyumun eklem kikirdagi haline getirilmesinde ve viicuttaki
kalsiyumun kombinasyonlarinda rol oynamaktadir; bu da eklem bozulmalarini
onlemeye yardimci olur. Yapilan bir ¢alismada bor icermeyen bir yem ile beslenen
farelerde osteoporotik artis olmus ve kemikler zayiflayarak erimeye baslamistir

(Samman, Naghii, Lyons & Verus, 1998).

Artrit i¢in bor kullanimi, kalsiyum diizeylerini en yiiksek seviyede ve etkili bir
sekilde diizenlemesinden dolay1 basarili bir tedavi segenegi olarak tercih edilebilir.
Bor, alerjik ve iltihabik artriti azaltir ve ayrica osteoporozis ve artritis riskinin
azalmasinda etkili olur. Diger taraftan ise kandaki magnezyum miktarint arttirip,
fosfor miktarin1 azaltma yoluyla kanin mineral metabolizmasina yardimei olarak

kemik gelisimine yardime1 olur.

Biitiin bu degerlendirmeler borun bir¢ok sektdrde oldugu gibi saglik sektoriinde de

canlilarin saglig1 agisindan ¢ok 6nemli oldugunu acgikca ortaya koymaktadir.
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6. SONUC

Yapilan arastirmada; sitotoksisite, genotoksisite, hiyaliironik asit ve metabolizmada
kullanimi, ayrica bor ve borun canlilardaki kullanimi1 detaylar ile degerlendirilmistir.
Hiicrelerin toksik durumlardaki davranislar1 ve ne gibi etkilere maruz kaldigi ve
bunun nasil tespit edildigi kapsamli olarak verilmistir. Ayni sekilde nesilden nesile
aktarilabilecek veya mutasyona neden olabilecek toksik etkilerin degerlendirilmesi

bakimindan genotoksisite ile mutajenite benzerlik ve farkliliklari ile sunulmustur.

Calismada hiyaliironik asidin genel olarak metabolik islevinin yani sira 6zellikle
eklem bolgelerinde tedavi amagli kullanimi anlatilmistir. Viicutta zaten var olan
hyaliironik asidin saglik alaninda kullanilmasinin en 6nemli nedeni ise herhangi bir
sekilde toksik etkisinin olmamasi yani sitotoksisiteye ve/veya genotoksisiteye neden
olmamasidir. Aynt zamanda hiyaliironik asidin immiinojenik olmamasi, kanser ve
malignant tiimdrlerin yapisinda bulunmamasi saglik alanindaki kullanimini daha da

On plana ¢ikarmistir.

Tiirkiye’nin diinyanin en fazla iiretim ve rezervine sahip oldugu bor elementinin
memelilerde diisiik oranda toksisiteye sahip oldugu eklembacaklilarda ise yiiksek
toksisiteye sahip olduguna literatiirde rastlanilmistir. Eklembacaklilardaki yiiksek
toksisitesi nedeni ile pestisit olarak tercih edilen bor elementi, memelilerde diisiik
toksisitesi ve kanser arastirmalarindaki yeni metotlarda kullanilabilme imkaninin
ortaya ¢ikmasi nedenleri ile saglik alaninda tercih edilen bir madde olarak karsimiza
ciktig1 tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bazi gida maddelerinde de mevcut olan bora
viicudun ihtiya¢ duydugu ve basta iskelet sistemi ve kemik hastaliklar1 olmak iizere

bir¢ok hastalikta tedavi edici olarak kullanildig1 belirlenmistir.

Literatlirde boron tasiyan hiyaliironik asit bazli doku iskeletleri lizerine caligmaya
rastlanilamadigr gibi bunlarin sitotoksik, genotoksik ve proliferatif etkileri

konusunda da herhangi bir ¢alisma bulunamamustir.

Yapilan degerlendirme neticesinde ise borun toksisitesinin zaten memeliler agisindan

diisiik olmasi1 ve saglik alaninda bir ¢ok hastaligin tedavisinde halihazirda
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kullaniliyor olmasi ve aym1 zamanda kanser hastaliginin tedavisinde yeni
uygulamalarda kullanilmast borun sitotoksik, gentoksik veya proliferatif etkisinin
olmayacag1 yoniinde bir hipotez gelistirmemizi saglamistir. Yine ayni yaklasimla
immiinojenik olmayan ve kanser gibi proliferatif olan bir yapida olmamasi ve
malignant tiimorlerin yapisina girmemesi nedenleri ile hiyaliironik asidin herhangi
bir sekilde sitotoksik, gentoksik veya proliferatif etkisinin olmayacagi yoniinde bir

diger hipotez gelistirmemizi saglamistir.

Sonug¢ olarak bu c¢alismada; sitotoksik, genotoksik ve proliferatif etkilerinin
olmayacag1 yoniinde hipotez gelistirdigimiz bor ve hiyaliironik asidin, ayni yap1
icerisinde bulunmasi durumunda da sitotoksik, genotoksik ve proliferatif etkilerinin
olmayacagi yani boron tasiyan hiyaliironik asit bazli doku iskeletlerinin hiicre
tizerinde herhangi bir sekilde sitotoksik, genotoksik ve proliferatif etkisi olmayacagi

konusunda bir degerlendirmeye varilmistir.
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