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1. OZET

BOR iCEREN BILESIKLERIN NORODEJENERASYONA OLAN OLASI
ETKILERININ IN VITRO AKSOTOMI MODELINDE ARASTIRILMASI

Toplumdaki yagam omrii ortalamasinin artmasi norodejeneratif hastaliklarin
artmasina, bu da aragtirmacilarin bu konuya olan dikkatlerinin artmasina sebep
olmustur. Sinir sistemi hiicrelerinin kabul edilen yargiyla boliinememesi, hasar s6z
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konusu oldugunda geri doniisiimsiiz bir “6liim yolu™’na girmelerine sebep olmaktadir.
Hasarli bolge hiicrenin govdesinde olmadiginda veya bu bdlgeye erisemediginde
hiicrenin hasar1 geri dondiirme sansi oldugu periferik sistem {izerinde gosterilmistir.
Son yapilan ¢alismalarda bu durumun merkezi sinir sistemi i¢in de miimkiin oldugu
Ogrenilmistir. Akson hasarlama yontemlerinden biri olan aksotomi; hiicre sag kalim
oranlarinin yliksek olmasi sebebiyle bu deneysel ¢alismada hasar modeli olarak
kullanilmistir. Yenidogan farelerde, kortikal hiicre kiiltlirlinde aksotomi yontemiyle
olusturulan hasarlarin etkilerini azaltmak ve hatta siireci tersine g¢evirmek adina
kullanilmak iizere bor bilesigi tercih edilmistir. Bor mineralinin bitki, hayvan ve
insanlar da ve hatta canlilarin evrimsel siire¢lerinin devamliliklarinda esansiyel oldugu
yillardir siiregelen ¢aligmalarla gosterilmektedir. Bor bilesiklerinin ndrodejenerasyona
olan etkilerini géormek adina, literatiirde olduk¢a ¢ok karsimiza cikan iki bilesik
secilmistir; boraks ve borik asit. Hiicreler, hasar verilmeden once, bu bilesiklere
maruziyete ugratilmig, daha sonra aksotomi yapilmistir. Eklenen maddelerin
etkinligini gozlemek i¢in Pl(propidyum iyodiir) boyamasi ile canlilik tespiti
yapilmistir. Cikan sonuglar daha 6nceki ¢alismalarla korelasyon gostermistir. Yapilan
bu c¢alismanin heniiz ¢ok aragtirma yapilmamis olan bu alanda Oncii olmasi

beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: aksotomi, bor, norodejenerasyon, nororejenerasyon, Kortikal

noron kultiri



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF POSSIBLE EFFECTS OF BORON CONTAINING
COMPOUNDS ON NEURODEGENERATION IN VITRO AXOTOMY
MODEL

The increase in the average life expectancy in society has led to an increase in
neurodegenerative diseases, which has increased the attention of researchers to this
topic. Failure of the nervous system cells to divide by the accepted formation, causes
them to enter an irreversible "death path™ in case of damage. It has been shown on the
peripheral system that the damaged region has a chance of returning damage to the cell
when it is not in its body or when it cannot reach this region. In recent studies it has
been learned that this situation is also possible for the central nervous system.
Axotomy, which is the one of the methods of axon injury, was used as the damage
model in this experimental study because of the high survival rate of the cells. In
neonatal mice, boron compound was preferred to reduce and even to reverse the
process the effects of axotomy-induced damage in cortical cell cultures. For many
years researches show that the boron mineral is essential to the continuity of the
evolutionary processes of plants, animals, humans, and even living things. In order to
see the effects of boron compounds on neurodegeneration, two compounds were
chosen which appeared quite common in the literature; borax and boric acid. Cells
were exposed to these compounds before being damaged, then axotomized. To observe
the efficacy of the added substances, viability was determined by Pl (propidium
iodide) staining. Results correlated with previous studies. It is expected that this study
will be a pioneer in this field which has not been much investigated yet.

Key words: axotomy, boron, neurodegeneration, neuroregeneration, cortical cell

culture



3. GIRIS VE AMAC

Noronlar farklilagmalarini tamamlamis, boliinme 6zelligi olmayan hiicrelerdir.
Sinir sisteminin yapitasi olan ndronlar viicut fonksiyonlarinin yonetimi, kontrolii,
viicudun external durumlara adaptasyonu gibi son derece 6nemli konularda
Ozellesmislerdir. “Norodejenerasyon”; sonucunda hiicrenin 6liimiine sebep olacak bir
dizi ndron yap1 ve fonksiyon kaybi asamasini ifade etmektedir. Alzheimer,
Huntington gibi protein bozuklugu kaynakli veya travmatik hasarlar sonucu olusan
norodejeneratif hastaliklar popiilasyon i¢inde ¢ok biiyiik bir kesimi etkilemektedir.
Hiicre oliimlerinin sebeplerinin bulunmasi terapotik yontemler {iretilmesi acisindan

kritik 6neme sahiptir.

Akson dejenerasyonu norodejenerasyon basamaklarindan biridir. Memeli
modellerinde yapilan ¢alismalar goz Oniine alindiginda 3 akson dejenerasyon tipi

tanimlanmaktadir;

1)Aksotomi; aksonun u¢ kismindan kesik olusturulmasi (Wallerian dejenerasyonu

olarak da bilinir)

2) Tiim néronun hem aksonlarin hem de somalarin dejenerasyonuna neden olan
apoptotik uyaranlara maruz kaldigi "Akson Apoptozu" olarak tanimladigimiz

apoptosiz ile indiiklenen Akson Dejenerasyonu

3) Akson Budama; Budama-indiiklenmis Akson Dejenerasyonu. (62)

Bu ¢alismada hasar modellemesi agisindan aksotomi kullanilmistir. Beynin
kompleks isler birimi olan korteksin hiicrelerini aksotomi yontemiyle hasarlayarak;
merkezi sinir sistemi hasarlarinda tedaviye yonelik ¢aligmalar yapmak amaglanmuistir.
Aksotomi c¢alismalarinda hiicre sag kalim oranlarinin fazla olmasi sebebiyle ilag
uygulamasi i¢in bu yontem tercih edilmistir. Tedavi edici ajan olarak ise {ilkemizde
bolca kaynaga sahip bor minerali kullanilmistir. Bor, bitkiler, hayvanlar ve insan

saglig1 i¢in gerekli olan, metabolizma agisindan 6nemli roller tasiyan esansiyel bir



mineraldir. in vitro deneyler, borun beslenme miktarlarinda kemik biiyiimesini ve
merkezi sinir sistemi fonksiyonunu olumlu yonde etkiledigini, enfektif bulgular
hafiflettigini ve hormon regiilasyonunu sagladigini gostermistir. Borun ¢esitli etkileri,
sayisiz biyokimyasal siireglerde yer alan maddelerin olusumunu ve / veya aktivitesini
etkiledigini gostermektedir. Bor mineralinin saglik lizerinde pozitif etkileri géz oniine
alinarak hiicre yenilenmesi, hasarlanan mekanizmalarin diizeltilmesi ve hasar
etkilerinin ortadan kaldirilmasi planlanmistir. Yapilan calismalar incelendiginde
kanserden doku iyilesmesine kadar birgok farkli alanda borun tedavi edici etkisinin
gozlendigi goriilmiistiir. Bulunan verilerin ileriki asamalarda yapilacak c¢aligsmalarin

Oniinii agmasi timit edilmistir.

Calisma kapsaminda primer kortikal noron kiltiiri  kullanilarak,
dejenerasyonun etkilerini durdurmak ve hatta azaltmak hedeflenmektir. Bu kapsamda
bor igeren bilesiklerin norodejeneratif yaralanmalari etkileri iizerindeki etkilerini
gbozlemlenmesi amaglanmistir. Deney dahilinde yaralanma sonucunda bor
minerallerine verilen hiicresel tepkiler molekiiler olarak takip edilecektir. Bor ile ilgili
yapilan ¢alismalar kisitli diizeyde kalmis, 6zellikle ndrodejeneratif stire¢ ¢calismalari
in vitro deneylerle desteklenmemistir. Yapilacak olan ¢alisma in vitro diizeyi de

kapsamasi agisindan onem arz etmektedir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1 Borun Tarihcgesi

Tarih sahnesinde bor mineraliyle ilk karsilasmamiz Babillilerin 4000 y1l kadar
once Uzak Dogu’dan bor ihrag etmeleriyle gerceklesmistir. Babillilerin boru
cogunlukla altin islemek i¢in kullandiklar1 sdylenmektedir. Misir Uygarliginda
mumyalama, tibbi ve metaliirjik uygulamalarda borun kullanildigini isaret eden
gostergeler bulunmaktadir. Ancak bu veriler dogrulanabilir nitelikte degillerdir. Tlk
kanitlar 8. Yiizyil dolaylarinda bir bor minerali olan tinkarin Arap tiiccarlar tarafindan
Mekke, Medine ve hatta Cin’e getirildigi yoniindedir. Avrupa’da ise 12. Yiizyila kadar
uzanan bir bor kullanimi goézlenebilmektedir (5). Geriye gidildiginde ilk Boraks
kaynagmin Tibet Golleri oldugu sdylenmektedir (6). Her ne kadar kullanimi tarih
oncesi devirlere kadar dayansa da bor ilk kez Fransiz kimyagerler Joseph Gay-Lussac
ve Baron Louis Thenard tarafindan saf olarak elde edilmistir. Saflastirma islemi
potasyum ile isitilarak gerceklestirilmistir (7). Tiirkiye’ye baktigimizda ilk borat
yataklari Romalilar doneminde, yaklagik 13. ya da 14. yiizyilda isletilmeye
baslanmugtir (8). 1865 yilinda “Compaigne Industrialle des Mazures” sirketi Susurluk
ilcesinin , Aziziye kdylinde maden isletmesine baslamis ve daha sonra bu maden
devlete devredilmistir. ETIBANK maden isletmesi 1969 yilinda sondaj ¢alismalari
yaparak maden rezervinin 480 milyon tonun iizerinde bir degere sahip oldugunu
gostermistir. Bu c¢aligmalar sonucunda, temel bor bilesikleri iireten ilk tesisler
Bandirma ve Kirka’da kurulmustur ve uzun yillar Avrupa ‘da bulunan borik asit

ireticilerime kolemanit ihra¢ etmistir. (9).

4.2 Bor Bilesiklerinin Fizyolojik Etkileri

Biyolojik sistemlerde bor minerali oksijenle yapmis olduklar1 ortoboratlar ve

sodyumla yapmis olduklari orgonoboronlar bilesikleri halinde bulunurlar. Bu



bilesikler bitki, hayvan ve insan dokularinda olusmaktadirlar (4). Fizyolojik a¢idan
normal kosullarda organizmada bulunan borun %96’s1 borik asit B(OH)3 ve az bir
miktar1 da borat anyonu B(OH) 4 formundadir. Her iki formu da cis-hidroksil gruplari
igeren riboflavin, adenosin monofosfat, piridoksin, askorbik asit, seker molekiilleri ve
polisakkaritler gibi bir¢ok biyomolekiille kuvvetli baglar olusturmaktadirlar (10).
Borun biyolojik formlar1 su, kan ve tiikiiriik gibi fizyolojik sivilarda ¢éziinmektedirler.

Oral alimlarinda kan ve idrarda goriinen bor formu borik asittir (11).

Bor bilesikleri organizmaya oral, intravendz, dermal veya inhalasyonla
alinabilmektedir. Yarilanma Omiirleri 24 saat ve daha az olabilmektedir. Bor
bilesiklerinin gelismis canlilarin kanlarinda temizlenmeleri %92 oraninda idrar
yoluyla gerceklesir ve viicuttan uzaklastirilmalar1 birka¢ giin alabilmektedir (12).
Organizma i¢ine her ne sekilde alinmis olursa olsun bor bilesikleri glomerular
filtrasyona maruz kalirlar ve bu filtrasyon farelerde insanlara nazaran 3- 4 kat daha
fazla olmaktadir(13). Idrarla atilan formu agirlikli olarak boratlar olmaktadir.
Bilesikler viicut igerisinde pasif difiizyon ile dagilim gostermektedirler. Borun
dokularda dagiliminmi gézlemlemek i¢in bir¢ok hayvan ¢aligmasi yapilmis olmasina
ragmen insan dokularindaki dagilimmi gozlemleyen caligmalar daha dar kapsaml
olarak kalmistir. Bilinenler ele alindiginda; insan viicudunda 6zellikle kemiklerde
biriktigi, kas, kalp akciger ve bagirsaklarda da az miktarda bulunabildigi
soylenmektedir (14). Gelismis canlilarda boratlarin diisiik konsantrasyonlari fizyolojik
stvilarda dengeli pH diizeylerinde borik aside donligmektedir. Borik asit biyolojik
molekiillerle etkilesime daha agiktir. Ozellikle hidroksil, amino ve tiyol gruplariyla

baglantisalliginin fazla oldugunu o6ne siiren ¢alismalar mevcuttur (15).

Borun insan yasami i¢in ne derece gerekli oldugu tam olarak kanitlanmig
olmasa da yiiksek canlilar i¢in esansiyel oldugunun bilimsel kaynaklarda ilk ayak izleri
1920’11 yillarin bagina dayanmaktadir. Warrington damarl bitki tohumlarinda yaptigi
calismalarla bitkilerin bor eksikliginde metabolik birgok bozukluk yasadigini
gostermistir (16). Yarim asirdan daha uzun bir siire sonra Hunt civciv tiirleri tizerinde

yoksunluk gézlemleri yapmis, borun biiyiimeye katkist oldugunu, kolekalsiferol ile



birlikte bor diyeti uygulandiginda biiyiimenin daha da yavasladigini 6ne siirmiistiir.
Yeniden bor takviye edilen civcivlerin mineral dengelerinin diizene girdigini ve
bliylimelerinin normal hizina erigebildigini soylemistir (17). Aym yillarda Nielsen ve
ekibi insan ¢aligmalarini baslatmis ve menopoz déoneminde bulunan kadinlar iizerinde
bor takviyesinin etkilerini gozlemlemislerdir. Yapilan deney sonucu beklenenden fazla
olarak idrarda kalsiyum atiliminin azaldigin1 géstermis ve borun kalsiyum ile iligkisine
dikkat cekmistir. Menapoz donemindeki bu kadinlarin aldigi bor takviyesiyle
osteoporoz risklerinin azaldigr soylenmistir (18). Olumlu sonuglar1 olan hayvan ve
insan calismalar1 sebebiyle Diinya Saglik Orgiitii 1996 yilinda boru ‘“insan saghi1 igin

olas1 esansiyel elementler” grubunda kabul etmistir (19).

Yapilan calismalar bor mineralinin diyatomlar, siyanobakteriler, deniz
yosunlar1 gibi daha basit canlilar ve vaskiiler bitkiler gibi daha gelismis canh
gruplariin gelisiminde rol oynadigin1 géstermekle birlikte, yapilan hayvan ve insan
calismalar1 vazgegilmez bir yap1 tasi olduguna dair ikna edici sonuglar vermemistir
(20). Farkli bircok alanda gerceklestirilen hayvan ve insan deneyleri borun canli
saghigina etkilerini anlamakta bize yardimci olmaktadir. Oncelikle hiicresel diizeyde

bakacak olursak; borun yaptig1 gérevleri 3 ana baglikta toplamak miimkiin olmaktadir:
a) Metabolik aktivitelerin desteklenmesi,
b) Hiicre membrani iglevlerine yardimci olunmast,

c) Hiicre duvarina sahip canlilarda duvar yapisinin desteklenmesi. (20,21)

Bunun yani sira bakteriler lizerinde yapilan g¢aligmalar bakteri envelopu
sabitligini pozitif yonde etkiledigini, simbiyotik bakterilerde sinyal mekanizmasinda
ve azot dongiisiinde gorev aldigimi gostermistir (22). Bu da bor mineralinin sinyal
yolaklarinda da etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Sufen bitkisinin nodiillerinde
yapilan genetik analizler bor eksikliginde kritik baz1 genlerde degisimler oldugunu
gostermistir. Bu genler; hiicre dongiisi, hiicre duvari diizeni ve ribozom

biyogenezinde gorev almaktadirlar (23).



Molekiiler ¢alismalar artttkca boronun metabolik olarak ©onemli sinyal
molekiilleriyle de baglantili oldugu ortaya ¢ikmistir. Ozellikle fosfoinositlerin boronun
potansiyel hedeflerinden biri oldugu ve niikleik asitler, adenilatlar, guanilatlar ve
oksitlenmis nikotinamidler gibi bircok molekiil ile etkilesim halinde oldugu
gosterilmistir. Fosfoinositlerin yapmis oldugu baglantilardan PI, PIP, PIP2 ve IP3
bagimli olanlar sinyal yolaklarinin transdiiksiyonlarina, ER lardan sitoplazmaya IP3
bagimli kalsiyum salimina ve ayrica bazi proteinlerin hiicre membranina tutunmasina
etki ettigi yapilan calismalarla da gozlemlenmistir. Bu calismalara ilaveten hayvan
calismalar1 gostermistir ki; bor eksikligi embriyogenez ve gelisimsel bir ¢ok siirecte

bozukluklara sebep olmaktadir (1).

4.3 Bor Toksisitesi

Bor bilesiklerinin yogun c¢alisilmamasi sebebi ve calisilmadigr i¢in rahatga
gozlenemeyen kismi toksisitedir. Bircok hayvan deneyinde oral, inhalasyon veya
intravendz olarak verilen bilesikler akut veya kronik etkiler i¢in ¢ok uzun ve biiytik
oranda uygulamalara gereksinim duydugundan insanlarla karsilastirilmasi miimkiin
olmamaktadir. Arastirmalar gostermektedir ki; borik asitin oral yolla aliniminda letal
doz 640 mg/kg, deri yoluyla 8600 mg/kg ve intravendz yoluyla 29 mg/kg’dir (24).
Boraks s6z konusu oldugunda giinde 5-10 gr aliminda yalnizda protein
metabolizmasinin ve idrar azot derisiminin degistigi rapor edilmistir (Moseman,
1994). Bu degerleri diisiinecek olursak ¢ocuklar i¢in 3-6 gr ve yetiskinler iginse 15-20
gramin potansiyel letal doz oldugu sdylenebilmektedir (25). Ozellikle bir iist baslikta
da belirtildigi gibi hangi yolla insan viicuduna girerse girsin ilk 24 saat i¢cinde %90-95
kadar1 idrarla atildigi ve birikme yapmadigr icin toksisite olusturmayacagi

ongoriilmektedir (12).

Borca zengin kaynaklara sahip olan iilkemizde bu durumun olas: etkilerini
gozlemlemek adina igme sular1 ve toprakta farkli oranlarda bor bulunduran iki ayri

bolgede toplam 4687 birey ilizerinde kiyaslamalar igeren bir ¢alisma yiirtitiilmiistiir.



Calisma sonucglar1 daha yiliksek oranda bora maruz kalan bireylerde iireme
sistemlerinde verim kayb1 veya baska bozukluklarin ortaya ¢ikma oranlarinda farklilik
gozlenmemistir (26). Balikesir/Bandirma Borik Asit Fabrikasi’nda calisan isgiler
lizerinde yapilan bagka bir ¢alismada Sayli’nin ¢aligmasini kanitlar niteliktedir ve en
yiiksek diizeyde maruziyete ugrayan bu iscilerde de herhangi bir iireme sorunu
gbzlenmemistir (27). Bunun aksine Rusya’da gerceklestirilen bir arastirmada bor
madenlerinde ¢alisan iscilerin sperm sayisi ile cinsel yasamlarinda gerileme oldugu ve
ABD’ de yapilan bir baska c¢alismada erkek ¢ocuga oranla kiz ¢ocuk sahibi olma
oraninin bor iscilerinde daha da arttig1 soylenmistir (28). Bunlara ragmen hayvan
deneyleri sonuglarin1 baz alarak 2008 yilinda REACH (Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals) Avrupa Birligi Komisyonu borik asit ve
boratlar1 tiremeye olumsuz etkili olarak siniflandirilmistir. Bor madenlerinde ¢alisan
is¢iler lizerinde daha bir ¢ok ¢alisma yapilmig ve bu is¢ilerde dental ve solunum yolu
problemleri ile alerjen tepkiler gozlendigi kaydedilmistir. U.S. Ulusal Toksikoloji
Programu, yillarca siiren ve yeterli kanitlarin olugsmadigi ¢alismalar ve hayvan deneyi
sonuclarint géz Oniline alarak bor bilesiklerinin kanserojen olmadigini agiklamistir
(29).2002°de Cantiirk’iin yapmis oldugu calisma i¢gme sularinda yogun miktarda bor
Mineralinin bulunmasinin sindirim bozukluklarina yol acacagini, sinir sistemi ve

karaciger yapisinda bozulmalar yapabilecegini gostermistir (30).

4.4 Bor Ve Saghga Etkileri

Bitki ve hayvan c¢alismalarinda aliman olumlu sonuglar sonucunda bilim
insanlar1 borun insan sagligini nasil etkiledigine dair arastirmalara baglamistir. Her ne
kadar yapilan ¢aligmalar dar bir alanda siirli kalsa da gdstermektedir ki; bor minerali
insanlar i¢in de esansiyeldir (31). Calismalarin sinirli olarak degerlendirilmesinin
altinda yatan neden ise bu elementin biyokimyasal islevlerinin tam anlamiyla
¢dziimlenmemesi oldugu sdylenebilir. Ozellikle 1980°li yillarda ivmelenen yoksunluk
calismalar1 gelisimde ne denli 6nemli oldugunu ortaya koymustur. Nielsen ve
arkadaslarinin hem hayvan hem de insanlar {izerinde yapmis olduklari bir ¢alismanin

sonuglar1 bir insanin gilinliik giivenli bor alim miktarinin 1-13mg olmas1 gerektigini,



fakat niifusun Onemli bir kisminin giinde 1 mg’dan daha az bor tiikettigini
gostermektedir. Nielsen’a gore bu durum insan sagligi acgisindan kritik derecede
onemli bir endise uyandirmaktadir (32). 10 yil siiresince yaptig1 bir¢ok ¢alismada
Nielsen bor mineralinin dzellikle bagisiklik sistemi, iskelet-kas sistemi, sinir sistemi,
lireme sistemleri ve enerji metabolizmasina olan etkilerini arastirmis ve diisiik dozda

bor aliminin bu sistemlerde bozukluklara yol agacagini sdylemistir. (33).

Caligmalar esnasinda diisiiniilen temek noktalardan biri borun kanserojen etkisi
olmaktadir. Bir grup agiklama bu sebeple borun kullaniminin yanls oldugunu
sOylemektedir. Ancak borun insan viicuduna dogal yollarla; yiyecek-iceceklerle
sindirim yoluyla, toz formunda solunum, krem ve ilaglarla deri yoluyla girmesi ve daha
sonra %90-95 oraninda viicutta birikmeden disar1 atilmasi kanser vb hastaliklara sebep
olmayacagini gostermektedir. Bor minerali ¢ok kiiclik oranlarda kemik, tirnak, killarla

veya karaciger ve dalak gibi internal organlarda birikebilmektedir (26).

Bu bilgiler 1s18inda 6zelikle ¢aligilan sistemler iizerinden bor mineralinin etkileri

asagida incelenmektedir:

4.4.1 Bor ve immiin Sistem

Yapilan calismalar gostermektedir ki; bor bilesiklerinin farkli formlar
bagisiklik sistemi {izerinde oldukga etkilidir. Bu konuda literatiirde goze carpan ilk
yetkin calisma 1999 yilinda Hunt ve Idso tarafindan siganlar iizerinde yapilmistir.
Farkli beslenme tiplerine boliinen 8 grup erkek siganin bir gram pozitif bakteri olan
M. Butyricum enfeksiyonuna karsi metabolik cevaplari incelenmistir. Sonuglar
enfeksiyon sonrasinda takviye borun NK hiicreleri, CD8a+/CD4— hiicreleri ile
noétrofillerin dolasimdaki konsantrasyonlarini etkileyerek immiino-modiilator bir etkisi

oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgular, beslenmeye takviye
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olarak verilen borun fizyolojik miktarlarinin immiinomodiilator etkisi i¢in ilk in vivo

kanit1 sundugundan dolay1 6nem teskil etmistir (34).

1996 yilinda boromisin ile ilgili yapilan bir ¢alisma bilesigin HIV {izerinde
etkili bir antibiyotik olarak kullanilabilecegini sdylemektedir. Klinik olarak izole
edilen HIV alt grubunda replikasyon igin gerekli matiirasyonu baskiladigu ve
enfeksiyonu engelledigi gosterilmistir (35). 2001 yilinda Armstrong ve arkadaslari
stitten yeni kesilmis domuzlar tizerinde yaptiklari calismada diyetlerinde bor destegi
olan ve olmayan iki grubu kiyaslamislardir. Bor destegi olan diyetin intradermal
fitohemagliitinin enjeksiyonuna karsi antienflamatuvar yanit1 arttirdigl gézlenmistir.
Calismada aynm1 zamanda tiroid hormon konsantrasyonlarinda artis oldugu da
kayitlarda gosterilmistir (36). Kuzey Carolina Eyalet Universitesi’nde sigirlarda
yapilan bir calismada bor mineralinin etkinligi beklenenin altinda kalmistir. 36 hayvan
ve 3 grup iizerinde yapilan gdzlemler yaklasik 78 giin boyunca siirdiiriilmiistiir. [lave
olarak 5 ve 50mg/kg sodyum borat bilesigi verilen sigirlarda T ve B lenfositlerinin
proliferasyonunda anlamli  bir artis kaydedilememistir. Cikan sonuglar
degerlendirildiginde ilave borun immiin fonksiyonlara minimal etkileri oldugu

sOylenirken, biiyiimeye katkis1 olmadig1 sdylenmistir (37).

Demirer ve arkadaslar1 borik asitin siganlarda periodontitis {izerine etkilerini
arastirmak lizere siganlara ligatiir baglayarak 11 giin boyunca sistemik borik asit
uygulamiglardir. 11 giin bittiginde kontrol gruplariyla kiyasla borik asite maruz kalan
sicanlarin alveolar kemik ve hiicre kayiplar1 ile osteoklast sayilarinda azalma
gozlenmistir. Borik asitin periodontal hastaliklarda enfeksiyon miktarin1 anlamh
Olciide azalttig1 gosterilmistir (38). 2017 yilina geldigimizde birbirini tam manasiyla
desteklemeyen ve kesin hiikiimler koyamadigimiz immiin fonksiyonlarla ilgili Jin ve
arkadaslar1 sigan modeli iizerinde yapilan ¢alismalarini yaymlamislardir. Igme sularina
eklenen ilave borun sican serumlarinda IgG konsantrasyonlari, dalak IFN-y ve IL-4
ekspresyonunun yani sira splenik CD3 +, CD4 + ve cogalan hiicre niikleer antijen

(PCNA) + hiicrelerinin sayisinda anlamli artisa sebep oldugu gozlenmistir. Bu
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kapsamiyla ¢alisma 1999 yilinda Hunt ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismay1 destekler
niteliktedir (39).

4.4.2 Bor ve Kanser

Giiniimiizde en ¢ok rastlanilan hastaliklarin basinda kanser gelmektedir. Hizla
artis gosteren kanserli birey sayist bilim insanlarin1 da bu konuda hummali bir
calismaya itmistir. Bor minerali de hiicre metabolizmasina ve yiiksek canlilarda pozitif
etkilerine dayanarak bu c¢aligmalarindaki yerini almistir. 2000’li yillarda kanser
calismalarinin ivmelenmesinde 1995 yilinda kemoterapotik olarak piyasaya siiriilen
bortezomib i¢erikli bir ilacin bir¢ok kanser ¢esidinin tedavisinde kullanilmasinin etkisi
biiyiiktiir (40). Daha sonra yapilan farkli ¢calismalar da bortezomibin etki kapsaminin

artmasina sebep olmustur.

2000’11 yillarin basinda yapilan bir ¢cok calisma besinler yoluyla alinan borun
prostat ve servikal kanserin goriinme sikligini azalttigimi belirtmistir (41,42). 2004
yilinda Gallardo-Williams’in yiiriittiigii bir hayvan caligmasinda androjene hassas
prostat adenokarsinoma (LNCaP) hiicreleri enjekte edilen transgenik farelerde borik
asitin IGF-1 (timor tropik faktor) ve PSA (prostat spesifik antijen) seviyesini
diistirdligiinii, timor hacmini azalttigim1 kaydetmistir (43). Barranco hiicre kiiltiirii
caligmalarinin yani sira insan gruplar1 arasinda da ¢alismalar yapmis ve 2007 yilinda
icme sularinda yiiksek bor bulunan boélgelerde prostat kanseri olma olasiliginin
azaldigini rapor etmistir (44). 2009 yilinda Henderson ve arkadaslar1 Barranco’nun
caligmalarin1 destekler nitelikte sonuglar bulduklar1 bir deney diizenegi kurmus;
prostat kanseri olan ve olmayan insan hiicre kiiltiirlerinde borik asite 1 saat maruziyetin
Ca+2 ve NAD+ kanallarinda degisiklige ve bu sebeple kanserli hiicre hatlarinin

cogalmasini engellemeye sebep oldugunu gostermislerdir (45).

Yalnizca prostat kanseri degil; farkli zamanlar farkli calismalar, degisik kanser
tiirlerinde bor bilesiklerinin terapotik etkisini gosterir nitelikte olmustur. Lenfosit

hiicrelerinde yapilan hiicre kiiltiirii caligmalar1 borik asitin apoptotik siire¢leri
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hizlandirdigin1 ve bunun sebebinin mitokondri ¢alismasinin etkilenmesiyle oldugunu
gostermistir (46). Mahabir ve arkadaglart kadinlar iizerinde yapilan ¢aligmalarla
besinsel borun akciger kanseri riskini diisiirdiigiinii gdzlemlemislerdir (47). Ozellikle
borik asitin meme, deri ve melanoma gibi kanser g¢esitlerinde invazinasyonu
engelledigi bir¢ok ¢alismada desteklenmistir. Bor ile ilgili ¢alismalarda adin1 ¢okga
duymus oldugumuz Nielsen bor aliminin kanserle iliskilendirilebilmesinin bagisiklik

sistemi tizerindeki diizenleyici etkisinden kaynaklandigini soylemektedir (33).

Yukarida deginilenlerin haricinde daha bir¢ok kanser ¢alismasinin {imit verici
sonuclar kanser tedavilerinde kullanim i¢in bor bilesiklerinin 6niinii agmistir. Kanser
tedavilerinin en biiyiik agmazlarindan biri kanser hiicrelerini 6ldiiriirken, saglikli hiicre
kaybinin da yogun miktarda olmasidir. “Bor Notron Yakalama Terapisi” tam burada
imdada yetismistir. Bu teknik yalnizca tlimor hiicrelerini hedef alip, saglikli hiicrelere
zarar vermeyen bir radyasyonla tedavi yontemidir. Basta Amerika olmak {iizere
diinyadaki bir¢cok gelismis iilkede BNCT (Boron Neutron Capture Therapy)
merkezleri acilmis olup, klinikte hastalar iizerinde yapilan denemelerde de basari
saglandig1 gozlenmektedir. Daha 1968 yilinda Japonya’da yiiriitiilen bir ¢alismada 9
beyin tlimorlii hasta 10 yil boyunca gerceklestirilen tedavi ve takiplerle olumlu
sonuglar gostermis ve bu sonuglar bu konuda yapilacak caligmalara ivme
kazandirmistir (48). BNCT yontemi temel olarak p-boronofenilalaninin timorli
dokuya uygulanmasi ve sonrasinda ndtron bombardimaniyla kanserli hiicrenin yok
edilmesini kapsamaktadir (49). Kararli yapida olan bor izotopu bombardiman
sonrasinda He ve Li ¢ekirdekleri ortaya ¢ikarmaktadir. Bu ¢ekirdekler oldukca yiiksek
enerjiye sahiptirler ve kanserli hiicre i¢ine tiim enerjilerini salarlar. Boylece hasarli

hiicrelerin ¢ogalmasi engellenmis olmaktadir (50).

4.4.3 Bor ve Sinir Sistemi

Kisith bor ¢aligmalarinin daha da kisitli olan alt grubu borun sinir sistemi

tizerindeki etkilerinin arastirilmasidir. Sinir sisteminin plastisitesi, calismanin zorlugu
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ve yalniz hayvan deneylerinin bu noktada yeteli olmamasi bilim insanlarmni diger
konulara itmistir. Ancak yine de bu konuda yapilmis dikkate deger birgok calisma
bulunmaktadir. Ozellikle Penland’in yillarca siiren ¢alismalar1 literatiirde énemli bir
yer tutmaktadir. Penland bu calisma kapsaminda 3 kiiciik ¢capli deney yapmis ve
sonuclarint birlestirerek yayinlamistir. Bu deneyler saglikli, yasli, erkek ve kadin
bireyler tizerinde gergeklestirilmistir. 3 ayr1 calismada farkli beslenme ve gozlemleme
siireclerinden gegen bireyler ilave bor takviyesi almislardir ve kogniisyon testleri, kan
testleri ile EEG gibi beyin goriintileme teknikleriyle taranmislardir. Sonuglar
gostermektedir ki; diisiik bor alim1 beyin elektrofizyolojisini ve performasini oldukca
etkilemektedir. ilave bor alinimi viicut koordinasyonu, dikkat, algi, kisa ve uzun siireli
hafizada artisa sebep olmustur. Bireylerde daha az uyusukluk ve dalgmlik
gbzlenmistir. Penland’in ¢calismalarinda kullandig1 bor alinimi 3.25 mg’dir (51). 2006
senesinde Nielsen ve Penland’in birlikte yapmis oldugu hayvan deneylerinde ilave bor

aliminin sigan davraniglarinda anlaml degisikliklere yol actig1 gozlenmistir (52).

2011 yilinda Tiirkiye’de yiiriitiilen bir ¢alismada borun noroprotektif etkisi
arastirilmistir. Aliminyum kloridle beyin hasarina maruz kalan siganlar borik asit
uygulanmasi ile gézlemlenmistir. Sonuglar Penland’in belirledigi miktar olan 3.25 mg
/2000 Kkkal/giinliik’in hasarli bolgelerde hasar etkilerinin tersine ¢evrilebildigini
gostermistir (53). Bunlara ek olarak BNCT nin glioblastoma ve melanoma tipi beyin

timorlerinde tedavi amacl kullanildig: bilinmektedir.

4.4.4 Bor ve Diger Etkileri

Bor minerali tam olarak etki mekanizmasi agiklanamadigindan viicut
islevlerinin bir¢cogu iizerinde arastirilmistir. Yapilan arastirmalarin bir kismina bu

baslik altinda bakabiliriz.

Bor bilesiklerinin oksidatif stres etkilerini baskiladig1 ve hatta geri dondiirdiigii
bilinmektedir. 48 siganla yapilan bir hayvan deneyinde bu etkinin gézlemlenmesi i¢in
sicanlara gastrik gavaj yontemiyle malatyon verilmis ve ilave borun etkileri

incelenmistir. Borun karaciger, bobrek ve beyin dokularinda histopatolojik etkilere
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kars1 koruyucu gorev yaptigi, hasar goren dokularin iyilesmesine katki sagladigi,
antioksidan savunma mekanizmasini destekledigi ve oksidatif stresi diistirdiigi

gozlenmistir (54).

Borun mineral dengesi lizerinde etkileri, viicut yapilarinin birgogunun
korunmasinda 6nem arz etmektedir. 1990 yilinda Nielsen borun optimal kalsiyum
metabolizmasi igin ve postmenopozal kadinlarda ve ileri yastaki erkeklerde ortaya
c¢ikan kemik kaybinin Onlenmesinde yararli ve gerekli oldugunu gostermistir.
Deneylerinin  sonucunda bor takviyeli diyetin D vitamini ve Kkalsitonin
konsantrasyonunu arttirdigi, plazmadaki kalsiyum miktarini ise azalttigi gozlenmistir
(55). 1996 yilinda Naghii ve arkadaslari klinik g¢alismalarda idrarda kalsiyum
miktarmin azaldigini, kemikte ise tutulumunun arttigini belirtmislerdir (56). Yapilan
calismalarda bor mineralinin kalsiyum ve magnezyum emilimini kolaylastirdiginin
gozlenmesiyle; kemik yapisinin giiclenmesine katki sagladigi ortaya c¢ikmustir.
Edinilen bu bilgilerin 1s51¢1inda 2010 yilinda bor bilesiklerinin kemik rejenerasyonunda

yeni nesil bir biyomateryal olarak kullanilmas1 hedeflenmistir (57).

2008 yilinda Naghii ve Mofid’in birlikte yiiriittiikleri bir ¢alismada 7’si kontrol
16 saglikli erkek tizerindeki borun steroid hormon metabolizmasi arasindaki iligki
gozlemlenmistir. Glinliik 5 mg bor takviyesi alan deney grubunda 4 ve 8 haftalik siire¢
sonunda kan degerleri sonuglart gostermistir ki; bor takviyesi kanda hormon
konsantrasyonunu anlamli bir sekilde arttirmistir. Bu da arastirmacilarin kronik birgcok

hastalikta borun koruma {izerine etili olabilecegini diistinmesini sebep olmustur (58).

2010 yilinda Tiirkiye’de Ince ve arkadaslarinin yaptig1 bir calisma sicanlarda
borun antioksidan, DNA hasar onarimi ve lipid peroksidasyonu etkilerini incelemistir.
30 erkek siganda 3 farkli grupta borik asit ve boraksi deneyen arastirmacilar, 6zellikle
borik asitin DNA hasarin1 azalttigini, kanda C vitamini miktarin1 ve bobreklerde
katalaz aktivasyonunu azalttigimi gostermislerdir (59). 2015 yilinda bu deneyin

devami niteliginde lipid peroksidasyonunu arastirmak iizere ayni ekip igme sularina
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arsenik eklenen siganlar1 incelemistir. flave bor alimi kan ve dokularda lipid
peroksidasyonunu arttirmistir (60). Siiregelen ¢alismalarda siganlarda igme sularina
ilave bor eklemenin si¢anlarin viicut agirhigini azalttigi gézlenmistir. Arastirmacilar
yapilan bir ¢ok deneyle bu durumun eslenmemis proteinlerin  gen
ekspresyonuyla(UCP) iligkili oldugu sonucuna varmislardir. Bor takviyesi alan
sicanlarin beyaz yag dokusunda ve iskelet kas dokusunda UCP2 gen ekspresyonunda;
kahverengi yag dokusunda da UCP1 gen ekspresyonunda artis gézlenmistir. Burdan
su sonug cikarilabilmektedir; bor bilesikleri termogenezi arttirarak viicut agirliginin

azalmasina katki saglamaktadirlar (61).

4.5 Noron Hasarlari

Sinir sisteminin en kompleks birimi olan beyin, insanlarda, 100 milyar néron
ve trilyonlarca glial hiicre icermektedir. Beyin 3 ana kisimdan olusmaktadir;
Serebrum, beyin sap1 ve serebellum. Beyin sap1 serebrumu omurilige baslayan beyin
boliimiidiir. Kardiyovaskiiler, sindirim ve solunum sistemlerinin kontrollerinden
sorumludur. Uyku-uyaniklik, viicut stereotip hareketlerinde de diizenleyici gorevleri
bulunmaktadir. Serebellum beyin sapinin hemen arkasinda bulunan hareket, denge ve
postiiriin diizenlenmesi gibi fonksiyonlardan sorumludur. Serebrum ise beynin en dis
kismidir. Sag ve sol olmak tlizere 2 hemisferden olusur. Serebrumun en dis kismina
korteks adi verilmektedir. Bu yapilar duyusal bilgilerin algilanmasi, 6grenilmis
bilgilerin hafizada depolanmasi ve kompleks hareketlerin organizasyonunda
sorumludur. Korteks yiiksek beyin islevlerinin yonetim birimidir. insan gibi yiiksek
organizasyonlu canlilarda korteks oldukg¢a girintili ¢ikintili yapidadir; ancak 6rnegin
fareler gibi daha basit memelilerde korteks yapisinin girintili  olmadigi

gozlenmektedir.

Sinir sistemi hiicrelerinin hasar1 ndrodejenerasyon olarak adlandirilmaktadir.
“Norodejenerasyon” terimi, néronlarin 6liimii ile sonuglanan, hiicresel islev ve yapinin

asamal1 kaybini ifade etmektedir. Noronlar boliinme yetenegi olmayan hiicrelerdir. 1
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yasindaki bir insanda yaklasik 100 milyon néron bulunur. Yillar gectikge ndron sayisi
diiser ancak noronlar arast baglantisalligin artmasi beyin aktivitesinin diizenli
ilerlemesini stirdiiriir. Hasarlar, alkol tiikketimi, hipoksi gibi sebeplerle ndronlarin kaybi
veya hasarlanmasi bu durumda geri dontistimsiiz olarak algilanabilmektedir. Periferik
sistem noronlar1 eger hiicre govdesi hasar gormediyse kendilerini onarabilmektedir,
merkezi sistemde ise son yillara kadar bu durumun miimkiin olmadigi sdylenmekteydi.

Ancak yapilan ¢aligmalar bu teorinin degismesine sebep olmustur.

1980’lerde Richardson ve arkadaslar1 o zamana kadar bir sdylemden ileriye
gidememis merkezi sinir sistemi rejenerasyonunu modern teknikler yardimiyla
kanitlamay1 basarmiglardir (63). Merkezi sinir sisteminde rejenerasyonun ses
getirmesi ise 1991 yilinda Cajal tarafindan gergeklestirilmistir (64). Bu calismalar
aksonal ortamin katkisina ilave olarak néron govdesinin yanitinin da kritik rol
oynadigin1 gostermistir.  Biitiin bunlarin yanisira 1984 yilinda Richardson ve
arkadaglar1 donlim noktas1 olacak bir ¢alismaya imza atmislardir. Ekip deneyleri igin
norodejenerasyon ¢aligmalarinda su anda oldukca popiiler olan dorsal kok gangliyon
(DRG) hiicrelerini kullanmislar ve omurilikte bulunan periferal aksonlarda bir kesilme
oldugunda, merkezi ndronlarin omuriligin dorsal kolona nakillerinde kendilerini
yenileyebildigini gostermislerdir. Bu ¢alisma periferal akson hasarinda yenilenme
yeteneginin viicut aktivasyonu yanitiyla gergeklestirdigini ortaya ¢ikarmiglardir (65).
1999 yilinda bu giine kadar yapilan deneylere kanit nitelikte Neumann ve arkadaslar
bir ¢aligma yapmis ve siyatik sinir hasarlarinda merkezi néron aksonlarinda spinal

kord hasar bolgesinde bile filizlenme gosterdigini gdzlemlemislerdir (66).

Yukarida anlatilan ¢aligmalar siiregelen yillarda bu calismalara ilave bir¢cok
calismaya kapi niteligindedir ve merkezi sinir sistemi hiicrelerinin rejenerasyon
yetenekleri bilim diinyasinda yerini almistir. Ancak hala her sey ¢ok net aciklanabilmis
durumda degildir. Bu caligmalarin sonu¢ vermesi giinlimiizde birgok merkezi sinir

sistemi hasar1 sebebiyle ortaya ¢ikan hastaliga umut olacaktir.
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5. METOD VE MATERYAL

Sarf Malzemeler Firma Katalog Ulke
Numarasi

35 mm cam tabanli Petri | WPI FD35-100 ABD

Poly-L-Lysine Sigma P6282 Almanya

NBA (Without L- | Gibco 10888-022 ABD

Glutamine, with Phenol

Red)

Antibiyotik  antimikotik | Biosera A4110/100 Fransa

solusyon

GlutaMAX Gibco 35050061 ABD

B-27® Serum-Free | Gibco 17504044 ABD

Supplement

DNAse Biomatik A2442 ABD

FBS(Fetal Bovin Serum) | Sigma F4135 Almanya

HBSS (With Sodium | Gibco 14175 Almanya

Bicarbonate, with Phenol

Red)

[PBS] Tablet Biomatik A3602 ABD

Triton X-100 Sigma T8787 ABD

Papain Sigma P4762 ABD

HANKS Sigma H9269 ABD

15 mm plastik Petri Thermo 150318 Ingiltere

Hybernate-A Gibco Al12475 Almanya

Propidyum Iyodiir

Borik Asit

Boraks
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5.1 Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Deneyler icin Istanbul Medipol Universitesi Tip Arastirmalar1 Merkezi’nden
temin edilen yenidogan fareler kullanild1. Calisma igin gerekli etik kurul onay1 istanbul
Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alind1 (38828770-
604.01.01-E.35948).

5.2 Hiicre Kiiltiirii i¢in Gerekli Hazirhklar

Hiicrelerin ekilecegi cam tabanli Petri kaplar1 deneye baglamadan 2 saat dnce
hidrofilik yapiya gelmesi amaciyla Poly-L-Lysine ile kaplanmistir. Her bir deney kab1
icin 750 pl %10’luk Poly-L-Lysine 35 mm’lik steril kiiltiir kabinin orta kismina
yayildi. Deney kaplar1 2 saat siiresince oda sicakliginda kabin igerinde bekletildi.
Gerekli siirenin sonunda Petriler 3 kez distile su ile yikand1 ve kurumalari i¢in kabin

icerisinde deney agsamalari siiresince bekletildi.

Petri kaplarinin hazirlanmasindan sonra diseksiyon i¢in kullanilacak besiyeri
hazirlandi. Besiyeri icin Hybernate-A soliisyon igerisine %1 antibiyotik ve %1
glutamax eklendi. Diseksiyon i¢in kullanilacak kaplara boliinen besiyerleri diseksiyon

islemine kadar -20 °C’de bekletildi.

Deney prosediirii boyunca kullanilacak bir diger besiyeri olan L-15 besiyeri
icin L-15 soliisyon igine %1 antibiyotik, %1 glutamax ve %2 B27 eklendi. Besiyeri

deney siiresince +4 °C*de bekletildi.

Kiiltiir besiyeri i¢cin Neurobasal A soliisyon kullanildi. ilave olarak soliisyona
%]1 antibiyotik, %1 glutamax ve %2 B27 eklendi. Ekim islemine kadar besiyeri 37
°C’de kapag1 yarim agik sekilde muhafaza edildi.

19



5.3 Diseksiyon

Yenidogan farelerin kafa kisimlart sogutulmus diseksiyon besiyerine alindi.
Beyinler soliisyon i¢inde ¢ikarildi. Her iki hemisferden korteks kisimlari ayirildi.
Subkortikal kisimlar1 ve meninksleri stero mikroskop altinda, soguk tabla {izerinde ve
aseptik kosullarda hizli bir sekilde temizlendi. Cikarilan korteksler 15 ml’lik Falkon

tiiplere alindi, retina makasiyla nazikge parcalandi.

5.4 Kiiltiir protokolii

Ependorf tiip icerisinde korteksin parcalanmasi i¢in gerekli enzim soliisyonu
hazirlandi. Bu soliisyon L-15 besiyeri ile hazirlanan soliisyonun 1 ml’sine 20 pl Dnase
ve 20 ul papainden olusmaktadir. Falkon tiipte makasla pargalanan korteks {izerine
yavasca eklenen enzim soliisyonuyla birlikte kap +4 °C buzdolabinda sabit frekanslh

bir ajitator icerisine alind1 ve burada 45 dakika bekletildi.

45 dakika sonunda silipernatanti uzaklastirilan pelet tiritiirasyon asamasina
alindi. Bu asama icin 6nce 1 ml’lik pipet ucu bir miktar kesildi, u¢ ates yardimiyla
yumusatildi. Nazikce pipetaj uygulandi. En az 15 kez tekrarlandiktan sonra 200 pl’lik
pipet ucu ile ayn1 islem tekrarlandi. Daha sonra bir Pasteur pipetin ucu atesle yakilarak
yumusatildi. Korteksi inceltmek i¢in pipetaj en az 15 kez olacak sekilde siirdiiriildii. 1
dk beklendi ve iist kisim bagka bir Falkon tiipe alindi. Geri kalan kisim {izerine 1 ml
L-15 soliisyondan eklendi ve pipetajla baslayan bu islem 3 kez tekrarlandi. Ust
kisimlarin toplanmasiyla doku seyreltilmis ve kirli kisimlar bir miktar uzaklastirilmis
oldu. Ust kisimlar1 bulunduran Falkon tiip 800 rpm’de +4 °C’de 3 dakika santrifiij
edildi.

5 ml %20 FBS’li L-15 soliisyon hazirlandi. Santrifiij sonunda dikkatli bir
sekilde siipernatant uzaklastirildi ve hazirlanan soliisyon pelet lizerine eklendi. Pipetaj
yapmak suretiyle karistm homojenize edildi. 10 dakika hiicreler bu sekilde kabin

icinde bekletildi. 10 dakika sonra 800 rpm’de +4 °C’de 3 dakika santrifiij tekrarlandi.
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Santrifiij isleminden gegirilen soliisyonun siipernatanti uzaklastirildi ve ekim
soliisyonu olan NBA soliisyonundan 1 ml nazikge eklendi. Karigim homojen hale

gelebilsin diye pipetaj yapildi.

Karisimdan 10 pl alinip hematositometre ile hiicre sayimi yapildi. Her Petri
kap i¢in 35bin hiicre 500 pul NBA soliisyonu igerisinde karigtirilarak cam tabanli
Petrilerin orta kismina ekim gerceklestirildi. 1 saat etiivde bekletilen kaplara 1 saat
sonunda nazikge 1’er ml’lik NBA soliisyonu eklemesi yapildi. Petri kaplar 24 saat

bekletmek igin etiiv igerisine alindu.

5.5 Borik asit ve Boraks’in Hazirlanmasi

Etkisi arastirilmak tlizere akson hasarindan 15 dakika once etken maddeler
hiicrelerin besiyerlerine eklendi. Her iki bilesik i¢in 3 ayr1 doz kullanildi. Bu dozlar
her ml i¢in 100 pg, 200 pg ve 300 pg olarak belirlendi. Hassas tartida dl¢limleri yapilan
toz seklindeki bilesikler 1,5 ml i¢in taze hazirlanan ekim soliisyonunun 50 pl’sine
eklendi. Petri kaplarindan 50°ser pl besiyeri ¢ekildi ve iizerlerine bor bilesiklerinin
oldugu besiyerleri eklendi. Bu islemler sonunda iicer Petri kabindan olusan 2 deney
grubu ile madde eklenmemis hasar verilmis ve madde eklenmemis hasar verilmemis

olan 2 Petrilik kontrol grubu olmak {izere 8 Petri kabi elde edilmis olundu.

5.6 Aksotomi Uygulamasi

Kortikal noronlarin aksonlarina hasar verme islemi aksotomi modeli ile

gerceklestirildi. Bu model i¢in PALM CombiSystem kullanildi.

Cihaz iki adet temassiz lazer sistemine sahiptir. Bunlar; infrared lazer ve
ultraviyole lazerdir. Ayrica renkli ve tek-renk iki kamera, inkiibatér ve florasan
tiniteler bulundurmaktadir. 5 asamali (10X, 20X,40X, 32X ve 100X) biiyilitmesi olan
EC-Plan-Neofluar objektifler, zaman aralikli ¢ekim, Z-stack ¢ekim gibi bir ¢ok
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avantajlt 6zellige de sahiptir. Cihaz yazilimi PALM RoboSoftware’dir ancak sistem

icerisinde ZenBlue yazilimi1 da bulunmaktadir.

Aksotomi islemine baslamadan Once cihaz inkiibatoriiniin 37 °C’de olmasi
saglandi. Islem igin her Petri kabindan yaklasik 10 adet hiicre secildi. Secim esnasinda
hiicrelerin akson boylarinin hiicre gévdesi ¢apindan daha uzun olmasi, tek tek diismesi
gibi unsurlara dikkat edildi. Kesim islemi akson baslangicindan itibaren hiicre gap1
kadar uzakliktan yapildi. Olgiimler ve aksotomi islemi 100x objektif altinda yapildi.

Aksotomi uygulanan hiicrelerin aralarinda mesafe olmasina dikkat edildi.

5.7 Hiicrelerin sag kaliminin propidyum iyodiir (PI) boyama ile belirlenmesi

Aksotomi uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra hiicrelerin besiyerlerine 1
png/ml PI boya eklendi. 15 dakika siiresince boyanin hiicrelere niifus etmesi beklendi.

Siire sonunda 1g1malar floresan mikroskop yardimiyla goriintiilendi.
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6. BULGULAR

6.1 Kortikal Hiicre Kiiltiiriiniin 24 saat sonra kontrol edilmesi

Cam tabanli Petri kaplara ekilen hiicreler 24 saat boyunca biiylimeye birakildi.
Siire sonunda madde eklenmeden dnce fotograflari ¢ekildi. Bu fotograflar asagida

bulunmaktadir.

Resim 6.1.1 : Kortikal noron kiiltiiriiniin 24 saat sonunda ¢ekilmis fotograflart (20x biiyiitme)
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Resim 6.1.2 : Kortikal noron kiiltiirtiniin 24 saat sonunda ¢ekilmis fotograflari (40x biiyiitme)
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6.2 Madde Eklenmis Hiicrelere Aksotomi Uygulamasi

Hiicrelere aksotomiden 15 dakika once bor bilesikleri metotta belirtildigi
sekliyle eklendi. Aksotomi uygulamasi i¢in hiicre govdesinin ¢apindan daha uzun

aksona sahip olan hiicreler secildi. Kesim yapilan hiicrelerden &rnekler aksotomi

Oncesi ve sonrasi olacak sekilde asagida yer almaktadir.

Resim 6.2.1 :Aksotomi dncesi 300 pg/ml Borik Asit eklenen hiicre (100x biiyiitme)
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Resim 6.2.2 : Aksotomi sonrasi 300 pg/ml Boraks eklenen hiicre (100x biiyiitme)
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Resim 6.2.3 : Aksotomi uygulamasi 6ncesi se¢ili bolge
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Resim 6.2.4 : Aksotomi uygulamasi sonrasi segili bolge (PI boyama)
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6.3 Canhlik Takibi

CANLILIK YUZDESI
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Sekil 6.3.1: Madde eklendikten 24 saat sonra degisen canlilik oranlari grafigi

6.4 LDH Analizleri

Laboratuvar grubumuzda yapilan bir diger calismada bor bilesiklerinin

toksisite ve hasar oranlarini belirlemek i¢in yapilan LDH analizleri olmustur.
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7. TARTISMA

Ulkemiz bor mineralince zengin topraklara sahiptir. Endiistriden hijyene bircok
alanda bu mineral kullanilmaktadir. Diinya iizerinde de kullanim1 olduk¢a yaygindir.
Bu kadar kullanim olmasi, genis maden yataklarinin varligi, insanlar1 bor bilesiklerinin
toksisitesi hakkinda caligmalara itmistir. 1996 yilinda Diinya Saghik Orgiitii “insan
sagligi icin olasi esansiyel elementler” grubunda kabul etmis (19) olsa da, 2008 yilinda
hayvan deneyleri esas alinarak ‘liremeye olumsuz etkili’ olarak siniflandirilmasiyla
bor ¢alismalar1 ve ekonomisi biiyiik bir darbe almistir. Tiirkiye bu durumu tersine
cevirmek adma, Ulusal Bor Enstitiisii ve Etibank Maden Isletmesi’nin birlikte
yuriittigli, 200 maden is¢isinin incelendigi bir ¢alisma ylriitmiistiir. Sonuglar bor
bilesiklerinin tiremeye olumsuz etkisi olmadigini géstermistir. Farkli tilkelerde yapilan
calismalar da benzer sonuclar vermistir (42). Yapilan calismalar borun yiiksek
maruziyeti sonucu toksik etkisi yani sira sagliga faydali oldugunu ve hatta esansiyel
bir element oldugunu gdstermistir. Bunun sonucunda bor ilag olarak kullanilmaya da

baslanmistir.

Molekiiler ve klinik ¢alismalar bor bilesiklerinin canlilardaki olumlu etkilerini
ve bilesiklerin fizyolojik etkilerini incelemeye odaklanmiglardir. Caligsmalarin kisith
olmasi1 ve bircok bagka parametre sebebiyle bilesiklerin etkileriyle ilgili her zaman
kesin kararlar verilememistir. Yapilan caligmalara bakildiginda 6zellikle liremeye,
kansere ve antioksidan etkileri lizerinde duruldugu gozlenmektedir. Kognitif ve sinir
sistemi ¢aligmalar1 da olmakla birlikte oldukc¢a az sayida ve temellendirmelerden uzak
oldugu gézlenmistir. Calismalar hakkinda tezin “Genel Bilgiler” kismina bakilabilir.
Burada bizim neden bor mineralinin néron dejenerasyonu iizerinde bir calisma
yaptigimiz akla gelebilir. Literatiirde bor bilesiklerinin in vitro olarak ndronlardaki
hasara etkisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Yaptigimiz ¢calisma bu yoniiyle

0zglindiir ve ilk olma 6zelligine sahip olmustur.

31



Ortalama insan Omriiniin beklenenin {izerine ¢ikmasi noérodejeneratif
hastaliklarin toplum i¢indeki goriilme sikliginin artmasina sebep olmustur. Alzheimer,
Parkinson gibi internal hastaliklarin yani1 sira travmatik beyin hasarlar1 toplum iginde
biiyiik bir sorun haline gelmistir. Arastirmalar hastaliklarin etkilerini azaltici tedavi
yontemleri bulmus olmakla birlikte, tam manasiyla hastalik 6ncesi duruma geri doniis
saglanamamaktadir. Bunun sebebi olarak néronlarin boliinme 6zelliginin olmamasi ve
hasar sonucu dejenerasyonlarinin gerceklesmemesi gosterilmektedir. Ancak son
zamanlarda bu kan1 degismistir. Hasar bolgesi ¢evredeki saglikli ndronlarin kollateral
dallanma gostermesi, hasar sonucu etkilenen fonksiyonlarin sinir sistemince yeniden
sekillenmesi veya hasarli aksonlarin rejenerasyonu ile iyilesme ya da adaptasyon
saglanabilmektedir (67). Eger noronlarin hiicre gévdeleri hasara maruz kalmazsa,
hasar buna sebep olacak kadar yakinda degilse aksonlarin rejenere olmalarinin

miimkiin oldugu gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasinda hasar i¢in in vitro ortamda aksotomi modeli kullanilmuistir.
Calismamizda kullanilan hasar modeli Oztiirk ve arkadaslarinin 2013 yilinda
dejenerasyon tipleme calismasindan alimmistir. Yapilan calismada bahsettigi iki
dejenerasyon tipinden biri olan aksonun geri cekilmesi, sag kalim olarak hasar
verilmemis hiicrelerle es deger bir yap1 gostermistir (68). Aksonlar1 hasarlarken bu
hususa dikkat edilmistir. Gallo’nun 2004°te yayimnladigi calismayla korele sekilde,
baloncuk formu alan aksonlarin biiyliime konileri olusturduklarini géstermislerdir (69).
Bu calismalar yaptiZimiz deneylerde gérmeyi bekledigimiz sonuglara referans

olmuslardir.

Akson dejenerasyonunda iki tetikleyici durum bulunmaktadir. Bunlar; néronal
tasimanin kesilmesi ve kalsiyum akisidir. Bu tetikleyiciler akson kaybina ve hatta
hiicre govdesine uzanan hasarlanmalar1 baslatan adimlardir. lyilestirici olarak
verilecek maddelerin bu 6zellikleri baskilamasi hasar mekanizmasinin ilerlemesini
durduracaktir. Ayrica hasarlanma sonucu hiicrede olusacak oksidatif stres, hiicreyi
Oliime kadar gotiirecek bir silire¢ baslatacaktir. Bu veriler 1s1ginda bor caligmalari
degerlendirilmistir. 2007 yilinda Barranco prostat kanseri hiicrelerinde borik asitin
NAD+ ve NADP+‘yi baskiladigini ve bdylece kalsiyum salinimini azalttigini
gostermistir (44). Bor bilesiklerinin ER’dan kalsiyum salinimini indiikleyen siklik

ADP ribozu inhibe ederek, hiicre i¢i kalsiyum homeostazisini diizenledigi gozlenmistir
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. DU-145 prostat kanseri hiicrelerinde de benzer bir durum gozlenmistir. Borik asit’in
riyanodin reseptorlerini inhibe ederek kalsiyum salimimimi baskiladigr bulgusuna
erisilmistir (45). Buna ek olarak oksidatif stres modellerinde yapilan ¢alismalarda da
borun oksidatif stresi azalttigi ve doku hasarinin iyilesmesine yardimci oldugu
gbzlenmistir (54). Bu ve benzeri ¢alismalar géz oniine alindiginda bor bilesiklerinin
noronlarda benzer etkiler yaparak hiicre Olimiine kadar uzayan siireclere engel

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda mukayese imkani veren bir diger calismanin verilerinden de
yararlanilmigtir (70). Bulgular kisminda yer alan LDH (laktat dehidrogenaz) verileri
laboratuvarimizda yapilan bir diger calismadan alinmistir. LDH sitoplazmada
bulunan, enerji metabolizmasiyla iligkili bir enzimdir. Hasar durumlarinda seviyesinde
artis gozlenmektedir. Borik asitin 5,20,50,100 ve 200 pg/ml dozlarinda LDH
miktarinda anlamli azalmalar gbézlenmistir. Ancak boraks i¢in bu durum gecerli
degildir. Yalnizca 15, 100 ve 200 pg/ml dozlarinda anlamli azalma gozlenirken, 5, 10
ve 20 pg/ml dozlarinda artis goézlenmistir. Bu veriler 1s181inda kortikal hiicrelere doz

belirlemesi yapilmis ve 100, 200 ve 300 pg/ml dozlar uygulanmaistir.

Calismamizda aksotomi hasar modeliyle hasarlanan hiicrelere bor
bilesiklerinin olasi etkilerinin tespiti i¢in, bir tiir canlilik gostergesi olan PI (propidium
iodide) boyama yapilmistir. Propidyum iyodiir membran biitiinliigli bozulmus
hiicrelerde niikleik asit spesifik, kirmizi florasan boyama saglamaktadir. Belirli bir
bolge igerisinde segilen hiicrelere hasar verilmis ve 24 saat sonra hiicreler boyama ile
kontrol edilmistir. Hi¢ hasar verilmemis, hasar verilmis ancak madde eklenmemis
gruplar kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Gruplarda néronlarin hayatta kalma

yiizdeleri mukayese edilmistir.

Cikan sonuglar umut verici olmustur. Aksotomi hasar1 ve herhangi bir madde
verilmemis grupta 24 saat sonra canlilik ylizdesi yaklasik %76’ya diiserken, hasar

verilmis grubun canlilik yiizdesi %37’lere diismektedir. Borik asit verdigimiz grupta
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en iyi gelen doz 200 pg/ml olmustur ve hasar verilen hiicrelerin canliligini %50’ye
kadar ¢ikarmistir. 100 pg/ml dozda %47; 300 pg/ml dozda %44’°liik hayatta kalma
gbzlenmistir. Boraks i¢in canlilik oranini en gok arttiran doz olan 300 ug/ml ‘lik dozda
hayatta kalma oran1 %56 iken, 100 pg/ml’de %50, 200 pg/ml’ de ise %40’dir. Bu
sonuclar gostermektedir ki; borik asit ve boraksin hasar dncesi hiicrelere eklenmesi
hasar sonras1 yasam oranlarinda anlamli farkliliklara sebep olmaktadir. Sonuglar ayni
laboratuvarda yapilan LDH deneyleriyle uyum gostermektedir. Literatiirde birgok
yayinda karsimiza ¢ikan ve siiphelere sebep olan bor bilesiklerinin toksik etkisi,
yapmis oldugumuz ¢alismada karsimiza ¢gikmamis; aksine canlilik ihtimalini arttirdigi

gozlenmistir.

Bu bilgiler 1s1ginda bor igeren bilesiklerin beyin hasarlarinda, bugiine kadar
geri doniisiimsiiz  oldugu diisiiniilen hiicre kayiplarinda bilinen gergekligi
degistirebilecegi, ilag olarak kullanip hasarlari azaltabilecegi diistiniilebilir. Hatta daha
ileri ¢alismalarin yapilmasi halinde belki de hasarlarin geri doniigiimii saglanmasi
umut edilmektedir. Yapmis oldugumuz c¢alismanin bu ¢alismalara onciiliik etmesi

temennimizdir.
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8. SONUC

Yapilan ¢alismada kortikal ndron kiiltiir hiicrelerinde aksotomi modeliyle hasar
saglanmistir. LDH analizleriyle belirlenen borik asit ve boraks miktarlar1 hasardan
once hiicrelerin besiyerlerine eklenmis ve sonrasinda hiicrelerin hayatta kalma

oranlarinda artis gézlenmistir. Bu gézlem PI boyama ile saglanmistir.
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