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1. GIRIS

Aerobik organizmalarda, oksijen kullanimina bagli olarak %1-2 oraninda reaktif
oksijen metabolitleri meydana gelmektedir (Burgak ve Andican, 2004; Evans ve
Cooke, 2004). Molekiiler oksijen, hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksit radikali
(Oz+-), singlet oksijen ve hidroksil radikali (*OH) gibi reaktif ara tirtinler meydana
getirdigi i¢in toksik etki gostermektedir. Molekiiler oksijenin indirgenmesiyle olusan
bu iriinler “Reaktif Oksijen Tiirleri” (ROS: Reactive Oxygen Species) olarak
isimlendirilmektedir (Dworakowski ve ark., 2006; Pham-Huy ve ark., 2008). ROS
organizmada hiicre disinda, mitokondriyal solunum zincirinde (hiicre iginde) ve
ozellikle fagositler tarafindan da olusturulmaktadir (Halliwell ve Guitteridge, 2005).
Bunlarin yani sira gesitli sentez ve degredasyon reaksiyonlarinda da ROS olusmakta
ve prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlarin lehine kaymasina yol
a¢gmaktadir (Kopani ve ark., 2006; Cooke ve ark., 2003; Burcak ve Andican, 2004).
Viicutta savunma mekanizmast olarak gelisen endojen antioksidanlar ile ROS
tirtinleri arasinda bir denge vardir (Kopani ve ark., 2006). Diger bir deyisle oksidatif
stres, ROS ve reaktif nitrojen tirlerinin  (RNS) antioksidan sistemin
karsilayabileceginden fazla iiretilmesi ya da viicuda disaridan alinmasi durumunda
oksidan-antioksidan dengenin oksidan sistemin lehine degismesi durumunda ortaya
¢ikmaktadir (Mercan, 2004; Serafini ve Del Rio, 2004; Henricks ve Nijkamp, 2001).
Ancak endojen antioksidanlarin yetersiz kalmasi halinde dengenin serbest radikaller
lehine kaymas1 “Oksidatif Stres” olarak adlandirilmaktadir (Kopani ve ark., 2006).
Oksidatif stres cesitli mekanizmalar ile biyomolekiillere hasar vererek hiicrelerde
bircok yapisal bozukluklara neden olmaktadir (Kopani ve ark., 2006; Cooke ve ark.,
2003; Burgak ve Andican, 2004).

Serbest radikaller canli hiicrelerde normal hiicresel metabolizma sirasinda veya
yiiksek sicaklik, UV isinlari, terapétik ajanlar, sigara dumani, zararli gazlar ve

ozmotik stres gibi digsal kaynaklar tarafindan tretilmektedir. Bunun yami sira



makrofaj gibi viicut savunma hiicreleri ve epitel hiicreler tarafindan da ROS
uretilmektedir (Barnes, 2003; Croteau ve Bohr, 1997; Elliott ve ark., 2000;
Mandavilli ve ark., 2002; Bohr, 2002).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusturabilecegi hasarlar1 ortadan
kaldirarak veya en aza indirerek, radikal olusum mekanizmalarini 6nleyerek, iiretilen
radikalleri siiptirerek, hiicre veya dokularda olusan tahribati onararak; hiicre, doku ve
viicut savunmasini saglamaktadirlar (Gutteridge, 1995). Oksidatif stres belirli bir
dereceye kadar tolere edilebilmekte ve oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki denge
tekrar olusturulabilmektedir (Halliwell, 2011). Tolerans sinirinin agilmasi durumunda
DNA ve proteinlerde hasarlar ile birlikte lipid peroksidasyonu kapsayan siddetli
hiicre metabolizma bozukluklar1 gelisebilmektedir. Bu bozukluklar, hiicre hasarindan
hiicre 6liimiine ya da doku hasarina kadar degisebilmektedir (Durackova, 2010).
Oksidatif stresin yangi, ateriosklerozis, yaslanma, hipertansiyon, mutagenez,
karsinogenez, immiinolojik, trolojik, norolojik hastaliklar, goz, sindirim sistemi,
deri, karaciger ve akciger hastaliklarinin patogenezinde ve ilerlemesinde rolii oldugu

ortaya konmustur (Halliwell, 2005; Sorg, 2004; Valko ve ark., 2007).

Fazla miktarda serbest radikal olusumu sonucu hiicrede proteinler, lipidler,
karbonhidratlar, enzimler, DNA ve niikleik asitler zarar gérebilmektedir (Comporti,
1993; Rich ve ark., 2000; Biiyiikkokuroglu ve ark., 2001; Nordberg ve Arner, 2001;
Moldovan ve Moldovan, 2004; Sorg, 2004; Damien ve ark., 2004).

Formaldehit giinlik yasamimizda i¢ ice oldugumuz, oldukca zehirli ve ister
istemez maruz kaldigimiz kimyasal bir maddedir (Canbilen ve ark., 1999; Pabst,
1987; Zararsiz ve ark., 2004; Takahashi ve Hashimoto, 2001). Bu kimyasal aldehit
grubunda yer alan ve oldukg¢a reaktif organik bir bilesiktir (Pabst, 1987; Heck ve
ark., 1990; Smith, 1992; Canbilen ve ark., 1999; Schlink ve ark., 1999; Fl6-Neyret ve
ark., 2001). Bulundugu her ortamda gaz haline doniisen formaldehit, kimyasal
Ozellikleri nedeniyle ¢ok yaygin kullanima sahiptir. (Pabst, 1987; Smith, 1992;
Canbilen ve ark., 1999; Schlink ve ark., 1999; F16-Neyret ve ark., 2001). Formaldehit
disiik konsantrasyonlarda (0,5 ppm) dahi solunum sistemi toksisitesine yol



acmaktadir (Smith, 1992). Formaldehit birgok alanda endiistride, ev malzemelerinin
yapiminda, dis hekimliginde kullanilan kaplamalarda ve laboratuvar malzemelerinde
kullanilmaktadir. Bu alanlarin yani sira antiseptik, dezenfektan, boya, insaat, plastik,
tekstil, kagit sanayisinde, seralarda, hayvancilikta, ahsap islemede, regine liretiminde,
tipta ve kimyasal madde {iretiminde de kullanilmaktadir. Ayrica, proteinleri
sertlestirerek clirlimelerini Onlediginden biyolojik Orneklerin saklanmasinda ve
mumyacilikta da yaygin kullanima sahip olan bir kimyasaldir. En yaygin maruziyet
yolu ise sigara dumanidir ve sigara dumaninda oldukga yiiksek diizeyde formaldehit
bulunmaktadir. Egzos dumaninda ve odunun yanmasi sonucunda da bol miktarda
formaldehit agiga ¢ikmaktadir. (Pabst, 1987; Smith, 1992; Canbilen ve ark., 1999;
Schlink ve ark., 1999; Flo-Neyret ve ark., 2001). Formaldehit enzimatik olmayan
yolla RNA, DNA, protein ve doymamis yag asitleri ile birlesme egilimindedir. Bu
birlesme sonucunda allerjik reaksiyonlar, sitotoksik, mutajenik, genotoksik ve
kanserojenik etkiler gostermektedir (Smith, 1992).

Bor, niikleer, cam, seramik, ilag, deterjan, tarim ve giibre sanayinden otomobil
sanayisine kadar 400’den fazla alanda kullanilmakta olan, kullanim alanlar1 her
gecen giin artan bir elementtir. Mevcut kullanim alanlar1 gz oniine alindiginda bor
diinyanin en stratejik madeni konumundadir (Calik, 2002; Tiirkez, 2007a). Tirkiye
diinya bor rezervlerinin yaklasik %60-70’ine sahiptir (Velioglu ve ark., 1999;
Velioglu ve Simsek, 2003).

Yeni yapilan aragtirmalarla borun insan saglig: i¢in 6nemli bir element oldugu
gosterilmektedir (Chapin ve ark., 1997; Nielsen, 1997; Samman ve ark., 1998;
Bronner, 2008; Hakk1 ve ark., 2010; ince ve ark., 2010, Ince ve ark., 2012). Ozellikle
kemik ve dislerin yapisinda bulunan bor; kalsiyum, fosfor ve magnezyum
absorpsiyonunda rol almaktadir. Dolayisiyla kemik sagligi agisindan onemli bir
elementtir. Nitekim giinlik bor takviyesinin osteoporoz tedavisinde etkili oldugu
belirlenmistir (Nielsen, 1997). Yapilan bir baska c¢alismada koroner Kkalp
hastaliklarina iyi geldigi ifade edilmektedir (Samman ve ark., 1998). Bunun yani sira

D vitamini metabolizmasi i¢in 6nemli oldugu bilinmekle beraber eklem iltihabi,



depresyon, halsizlik ve bazi sinir hastaliklarinin tedavisinde de bor aktif olarak
kullanilmaktadir (Chapin ve ark., 1997; Bronner, 2008; Hakki ve ark., 2010).

Bu tez c¢alismasinda formaldehit ile oksidatif stres olusturulan akciger
hiicrelerinde borun biyokimyasal parametrelere ve gen ekspresyon diizeylerine

etkileri belirlenerek literatiirlerdeki boslugun giderilmesi amaglanmustir.

1.1 Serbest Radikaller

Neredeyse tiim elektronlar, elektron ¢ifti halinde bulunmaktadir ve elektron ¢iftleri
oldukga kararli yapiya sahiptir. Iki elektron bir bagin yapisina girebilir ancak bir bag
koptugunda ya elektronlarin ikisi de bir atoma katilir ve olusan atom bir iyon olur ya
da biri bir atomda, digeri de diger atomda kalacak sekilde ayrilirlar. Eger elektron
cifti ayrilirsa serbest radikaller meydana gelir. Bir diger ifadeyle, dis orbitallerinde
ortaklanmamig (eslenmemis) elektron tasiyan, atom veya molekiilere “serbest
radikal” denilmektedir (Valko ve ark., 2004). Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir
veya birden fazla ortaklanmamis elektron bulunduran reaktif molekiil veya
atomlardir (Mercan, 2004). Serbest radikallerin reaktif 6zelligi karsi spin yoniiniin
bir elektron kazanma istegi sonucunda meydana gelmektedir (Deaton ve Marlin,
2003).

Serbest radikallerde bulunan eslenmemis elektronu belirtmek igin {ist
kisimlarina bir nokta (Xe) isareti konulur. Bu bilesikler organizmada normal

metabolik yollarin isleyisi sirasinda olusabilecegi gibi cesitli dis etkenlerin etkisiyle

de olugsmaktadir (Gutteridge, 1995).

Serbest radikaller; ROS, RNS ve diger reaktifler olarak {i¢ gruba ayrilir (Sorg,
2004). Oksijenden olusan radikaller biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest
radikallerdir. Bunlar; hidroksil radikali (¢OH), siiperoksit radikaili (O*—), hidrojen
peroksit (H,0,), singlet oksijen (O;) ve ozondur (O3) (Peet, 2012). Serbest radikaller,

oldukga kisa omiirlii ve reaktif 6zellik gosterirler. Elektriksel olarak; pozitif, negatif



ve notral yiiklere sahiptir (Castaner ve ark., 1990). Yiiksek enerjiye sahip olan bu
elektronlar oldukca reaktif oOzellik gostererek tiim hiicre bilesenleri ile
etkilesebilmekte ve biyomolekiillerin fonksiyonlarini yitirmesine neden olmaktadir.

Bu nedenle serbest radikaller tehlikelidir (Uysal, 1998; Yalgin, 1992).

Koroner kalp hastaligi, diyabet, hipertansiyon, bazi géz ve deri hastaliklarinda,
romatoid artrit ve kanserde serbest radikallerin arttigi, buna karsin antioksidan
savunmada gorev alan mekanizmalarinin ise yetersiz kaldig1 gosterilmistir (Ahsan ve
ark., 2003; Okgu ve Keles, 2009). Ancak bazi durumlarda az miktarda serbest radikal
olusumu organizmaya yararl olabilmektedir. Serbest radikallerin belirli miktarlarda
tiretimi bagisiklik sisteminde, kimyasal reaksiyonlarin seyrinde, hiicresel sinyal
iletiminde ve enzim aktivasyonlarinda rol oynamaktadir (Banarjee ve ark., 2003).
Ayrica, mikroorganizmalarin Oldiiriilmesinde  (notrofillerin  oksijen radikalleri
araciligiyla bakterileri 61diirmesi) (Sorg, 2004; Nordberg ve Arner, 2001) ve diiz kas
tonusunun ayarlanmasinda da serbest radikaller 6nemli bir yere sahiptir (Banarjee ve
ark., 2003).

Serbest radikaller baglica 3 yolla olusur. Bu yollar:

1. Kovalent bagli molekiilin bdliinme sonrasinda her bir parcada ortak
elektronlardan birinin kalmasi sonucunda,

2. Radikal 6zellige sahip olmayan bir molekiiliin bir elektron kaybetmesi sonucu dis
orbitalinde ortaklanmamis elektrona sahip olmasi sonucunda (Cheesman ve Slater,
1993; Wu ve Cederbaum, 2003),

3. Normal bir molekiile elektron transferi sonucu serbest radikaller meydana
gelmektedir. Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikaller, genellikle elektron
transferi sonucu olusmaktadir (Cheesman ve Slater, 1993; Wu ve Cederbaum, 2003;
Halliwell ve Gutteridge, 1990). Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller,
oksijen radikalleridir (Mercan, 2004).



1.2 Bashca Serbest Oksijen Tiirleri

1.2.1 Siiperoksit Radikali (O")

Molekiiler oksijenin dis orbitalinde paylagilmamis iki elektron bulunmaktadir. Bu
elektronlar paylagilmadiginda, spinleri aym1 yonde ancak ayr1 orbitallerde
bulunduklarinda en diisiikk enerji seviyesindedir. Bu dis orbitallerin her biri birer
elektron daha alabilir ve aldig1 zaman siiperoksit radikali olusur (Fridovich, 1975).
Oksidatif stres sonucu en ¢ok olusan reaktif oksijen tiirii siiperoksit anyonudur (Erol-
Dayi, 2010). Oksijen bir elektron alarak siiperoksite indirgenmekte ve bu olay
oksijeni kullanan hiicrelerin hemen hepsinde gergeklesebilmektedir (Halliwell, 1999;
Halliwell ve Gutteridge, 1990; Valko ve ark., 2007). Siiperoksit grubu son derece
etkindir ve hiicre hasarina yol agmaktadir. Bu indirgenmede siiperoksit grubuna, bazi
demir-kiikiirt igeren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinler etki
etmektedir (Mercan, 2004).

1.2.2 Hidroksil Radikali (¢*OH)

Hidroksil radikali son derece giiclii bir oksidan olup biyolojik sistemlerde yarilanma
omrii yaklagik olarak 10 saniyedir. Lipidler, niikleik asitler ve proteinler dahil
neredeyse biitiin biyolojik molekiilleri okside edebilen en toksik radikaldir (Fantel,
1996). *OH biyomolekiillerle giiclii reaksiyonlar meydana getirdiginden diger
ROS’larla kiyaslandiginda biyolojik sistemlerde daha fazla hasar meydana
getirmektedir (Betteridge, 2000). Radikal niteliginde olmayan H,O, zayif etkili
indirgeyici bir bilesiktir. H,O; gecis metalleri (Fe+2 Cu® Zn, Cr, Co, Mn, Mo, Ni)
varhiginda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile indirgenerek <OH’a
doniismektedir. Gegis metalleri *OH olusmasinda 6nemli role sahiptir (Cheesman ve
Slater, 1993; Lloyd ve ark., 1997; Halliwell, 1999; Sorg, 2004).



1.2.3 Hidrojen Peroksit

Molekiiler oksijen g¢evresindeki molekiillerden iki elektron alarak veya siiperoksit
anyonu bir elektron alarak peroksit molekiili meydana gelmektedir. Peroksit
molekiilii iki hidrojen atomuyla birleserek H,O,’yu olusmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 1984; Cheesman ve Slater, 1993). H,O, hidroksil ve hipoklordz asit
olmak tiizere bir¢ok oksidanin olusmasina yol agmaktadir (Deaton ve Marlin, 2003).
H205; uzun 6miirlii, suda iyi ¢oziinebilen ve hiicre zarlarindan kolayca gegebilen bir
oksidandir. H,O; bir radikal olmadig: halde reaktif oksijen tiirlerine dahil edilmekte
ve ROS biyokimyasinda biiyiik 6neme sahiptir. H,O; intraselliiler iletisim molekiili
olarak da gorev yapmaktadir. H,O,, vaskiiler diiz kas tonusu diizenleme, hiicre
proliferasyonu ve apoptoz gibi birgok sinyal iletim yolaginda onemli bir sinyal
molekiilii ve ikincil haberci olarak hareket ettigi saptanmistir (Reiter, 1997; Rhee,
1999; Nordberg ve Arner, 2001, Breton-Romero, 2014).

Tablo 1.1. Oksijenin indirgenmesi ve sonugta olusan oksijen tiirleri (Tabakoglu ve
Durgut, 2013)

0, > H +0, Stiperoksit radikali

L Hidroksil radikali
H,O, +e — OH + 'OH

Hidrojen peroksit
O, +2H"+ e — H,0, Jenp




1.3 Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikallerin olusumunda endojen ve ekzojen kaynaklar rol oynamaktadir.
Endojen kaynaklar; elektron transport sistemi, aktive olmus fagositler ve
otooksidasyon reaksiyonlaridir. Ekzojen kaynaklarda ise iyonize radyasyon, giines
15181, hava kirliligi gibi cevresel faktorlerle birlikte ilaglar, stres, alkol ve sigara
kullanim1 yer almaktadir (Song ve ark., 1997; Young ve Woodside, 2001; Kohen ve
Nyska, 2002; Shadyro ve ark., 2002). Organizma ekzojen kaynaklara endojen
kaynaklardan daha yiiksek diizeyde maruz kalmasina karsin, endojen kaynaklar daha
onemli yer tutmaktadir. Ciinkii hiicre i¢inde ger¢eklesen bu maruziyet hayat boyu

devam etmektedir (Kohen ve Nyska, 2002).

1.4 Serbest Radikallerin Etkileri

1.4.1 Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere ve DNA’ya Etkileri

Niikleik asitler, genlerin tasiyicist ve protein biyosentezinde rol alan anahtar yapi
taslaridir. Niikleik asitler icerdikleri sekerin tiiriine gére DNA ve RNA olarak ikiye
ayrilmaktadir. Nikleik asitlerin yapisinda bulunan bazlar bakimindan ise purin
(adenin, guanin) ve pirimidin bazlari (sitozin, urasil, timin) olarak ikiye ayrilirlar.
Genetik materyali DNA olusturur, RNA ise dogrudan protein sentezine katilmaktadir
(Baysu-Sozbilir ve Baysu, 2008). Canlilarda protein molekiillerinin, DNA ve
RNA’nin temel yapitaglart aynidir ve ayni genetik kodu kullanirlar (Crick, 1968;
Giglii ve ark., 2014). DNA hasari, endojen ya da ekzojen faktorler sonucu meydana
gelen genetik materyaldeki degisikliklerdir (Friedberg, 1984; Kulaksiz ve Sancar,
2007).

Serbest radikaller etkilerini 6zellikle DNA’y1 olusturan, niikleotid yapisinda
yer alan purin ve pirimidin bazlart tizerinde gosterirler. Radikaller, DNA
molekiiliiniin yapisini degistirmekte (6zellikle guanin hidroksilasyonu sonucunda) ve

DNA bazlarinda geri doniisiimsiiz hasar meydana getirerek hiicrelerde bozukluklara,



mutasyonlar ve apoptozise yol agabilmektedir (Holley ve ark., 1993; Rich, 2000;
Moldovan ve Moldovan, 2004; Valko ve ark., 2007; Peet, 2012).

Hidroksil radikali, bazlarla ve deoksiribozla kolayca reaksiyona girmektedir.
Zarlardan kolayca gecebilen H,0,, hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina,
hiicrede fonksiyon kaybimna ve hatta hiicre 6liimiine neden olabilmektedir (Akkus,
1995; Meram ve Aktaran, 2002; Ozkan ve Fiskin, 2004). Guanin hidroksilasyonunun
son triinlerinden biri olan 8-hidroksi deoksiguanozin oksidatif stres belirteci olarak
kullanilabilmektedir (Kohen ve Nyska, 2002).

Iyonize edici radyasyona maruziyet sonucu olusan serbest radikaller DNA’y1
etkilemekte ve hiicrede mutasyona neden olmaktadir. Serbest radikallerin meydana
getirdigi sitotoksik etki, biiyiik Ol¢iide niikleik asitlerde meydana gelen baz
modifikasyonlarindan kaynaklanan kromozom degisikliklerine baghdir (Akkus,
1995; Meram ve Aktaran, 2002; Ozkan ve Fiskin, 2004).

Hava kirliligi igcerdigi ozon, aldehid, metaller ve nitrojen oksitler nedeni ile
DNA’da oksidatif hasara yol agmaktadir. Hava Kirliligine maruz kalmanin siiresi ile
oksidatif DNA hasar1 arasinda dogrusal bir oran mevcuttur (Lunec, 1998; Calderon
ve ark., 1999). DNA hasari, hiicrenin yasam1 boyunca yaygin olarak goriilmektedir.
Bu hasar mutasyona, yaslanmaya, kansere ve sonugta ise hiicrelerde 6liime yol
acabilmektedir. Yasam boyunca DNA hiicresel metabolitlere ve ekzojen ajanlara
maruz kalmaktadir. Bu degisimlerin neticesinde tek hiicreli organizmalarda hiicresel
6lime yol agabilmekte, ¢ok hiicreli organizmalarda ise dejenerasyon ve yaslanma

meydana gelebilmektedir (Sancar ve ark., 2004; Debeleg-Biitiiner ve Kantarci, 2006).

Hiicrede DNA hasarina kars1 olusan yanitlar:

1. Hasarli DNA’nin c¢ikarilmasiyla DNA hasar1 onarilmaktadir. Yani DNA cift
zinciri dogru bir sekilde yeniden yapilandirilir.

2. DNA hasarin1 kontrol eden noktalarin aktivasyonu sonucu hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi engellenmekte ve hasarli kromozomlarin gegisi 6nlenerek hasarli genetik

materyalin tamiri saglanmaktadir.



3. Hiicredeki gen transkripsiyon diizeyleri yani transkripsiyonel cevaplar hiicrenin
yararina olacak sekilde degismektedir.
4. Apoptoz (programli hiicre 6limii) ile ciddi hasar gormiis hiicrelerin elenmesi

saglanmaktadir (Sancar ve ark., 2004).

Oksidatif stres ve DNA hasar1; apoptozisi indiikleyen 6nemli iki faktordiir
(Buttke ve Sandstrom, 1994). Mitokondri ise apoptozisin diizenlenmesinde kilit rol
oynamaktadir (Cheung ve ark., 1986). Bu yanitlardan herhangi birinin islev
gbérmemesi sonucu organizmada genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma meydana

gelmektedir (Sancar ve ark., 2004; de Baer ve Hoeijmakers, 2000).

1.4.2 Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinlerin hepsi karbon, hidrojen, oksijen ve azot tasimaktadir. Bazi proteinler ise
kiikdirt, fosfor, iyot, demir, bakir ve ¢inko gibi elementleri de bulundururlar (Baysu-

Sozbilir ve Baysu, 2008).

Serbest radikallerin proteinlerde ne derece hasar meydana getirecegi proteinin
aminoasit kompozisyonuna baghdir. Serbest radikaller doymamis bag ve siilfiir
iceren molekiillere karst daha yiiksek reaktiviteye sahiptir. Serbest radikaller
triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, sistein ve metiyonin gibi amino asitleri igeren
proteinleri kolaylikla etkilemektedir (Van Der Vliet ve ark., 1994; Davies ve Dean,
1997; Nordberg ve Arner, 2001; Netto ve ark., 2002). Ozellikle prolin, histidin,
arjinin, sistein ve metiyonin aminoasitleri hidroksil radikali ve oksidatif hasara
olduk¢a duyarlidir (Dumaswala ve ark., 1999). Serbest radikallerin meydana
getirdigi hasarlardan biiyiik 6l¢iide “hem” proteinleri de etkilenmektedir. Ozellikle
oksihemoglobin O,+— ve H,0, ile reaksiyonu sonucu methemoglobin olusur (Rice-
Evans ve ark., 1991; Brantley, 1993; Domigan ve ark., 1995; Akkus, 1995).
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Proteinler, yag asitleri ile kiyaslandiginda proteinler yag asitlerine gore serbest
radikallerden daha az etkilenirler. Fazla sayida disiilfit bagi olan albumin ve
immungulobin G gibi proteinlerin ise ii¢ boyutlu yapilari bozulmaktadir (Akkus,
1995; Meram ve Aktaran, 2002; Khan ve Ali, 2006). Protein yapiya sahip olan
enzimler de serbest radikallerden etkilenmekte ve enzim aktivitelerinde degisiklikler
meydana gelmektedir (Rice-Evans ve ark., 1991; Akkus, 1995).

Oksidatif hasar sonucu proteinler pargalara ayrilabilir ya da kalintilar1 diger
kalintilarla ¢apraz reaksiyonlara girebilir. Serbest radikallerin modifikasyonuna
duyarli  olan  membran  proteinleri  6nemli  hiicresel  fonksiyonlarini
kaybedebilmektedir (Kohen ve Nyska, 2002; Peet, 2012). Proteinlerin tiyol
gruplariin oksidasyonuna, enzim fonksiyon kayiplarina, kontraktil fonksiyonlarda
bozulmalara, metabolit ve membran iyon transportunda aksamalara neden olmaktadir
(Shacter, 2000).

1.4.3 Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikaller, karbonhidratlar tizerinde de 6nemli etkiler meydana getirmektedir.
Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu peroksit radikali, H,O, ve okzoaldehit

gibi tiriinler meydana gelmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Hyaluronik asit goziin vitréz sivisinda bol miktarda bulunmanin yani sira bag
dokunun dayanikliliginin saglanmasinda etkin rol oynamaktadir. Enflamatuar eklem
hastaliklarinda snoviyal siviya gecen lokositler, ekstraselliiler siviya H,O, ve O,
birakirlar ve bunlar ortamdaki mukopalisakkarit yapisinda olan hyaliironik asidi
pargalar. Hyaliironik asitin oksidatif hasar1 bag dokuda bozulmalara, bag doku
stvisinin - akigkanliginin  kaybolmasina ve katarakt olusumuna yol ag¢maktadir

(Yarsan, 1998; Inagi ve Miyata, 1999).
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1.4.4 Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Hiicre membran yapisi lipid ve proteinlerden olusmaktadir. ROS iriinleri hiicre
membran yapisinda bulunan lipid ve proteinlerde hasar meydana getirerek hiicre
membran gegirgenligini geri doniisiimsiiz olarak bozmaktadir. Membranlarda
meydana gelen bu bozukluklar ise normal hiicresel fonsiyonlarin ger¢eklesmesini
engellemekte, doku ve organlarda islevsel bozukluklara neden olmaktadir
(Gutteridge, 1995).

Serbest radikallerden en ¢ok etkilenen yapt membran lipidleridir (Cheesman ve
Slater, 1993). Serbest radikaller hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglar ile reaksiyona girerek peroksidasyona neden olmaktadir (Freeman
ve Crapo, 1982; Weiss ve Lobuglio, 1982; Halliwell ve Gutteridge, 1999; Batcioglu
ve ark., 2009). Bunun sonucunda da membran akigskanliginda bozulma ve

permeabilite degisiklikleri meydana gelmektedir (Kavas, 1989).

Peroksidasyon, bir metilen grubundaki bir hidrojen atomunu yerinden ¢ikaran
herhangi bir radikal tarafindan baslatilabilir. Peroksil radikalini olusturmak igin
oksijen karbon radikaline eklenir ve diger lipid molekiiliinden bir hidrojen atomu
cikararak lipid hidroksili olusmasina yol agar. Yeniden bu diizenleme ile
endoperoksitler malondialdehit (MDA)’in asil kaynagini olusturmaktadir (Sinclair ve
ark., 1990; Erenel ve ark., 1992). Lipid peroksidasyon belirteci olan MDA, hiicrede
¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu meydana gelmektedir
(Porter, 1984; Placer ve ark., 1990; Gawetl ve ark., 2004). Hiicre membranlarinda
iyon aligverisine etki eden MDA bilesiklerin capraz sekilde baglanmasina yol
acmaktadir. Bu ise enzim aktivitelerinin ve iyon gegirgenliginin degisimi gibi
olumsuz sonuglara yol agmaktadir (Porter, 1984; Niki, 1987; Moslen, 1994). Ayrica
DNA nitrojen bazlar ile reaksiyona girerek genotoksik, mutajenik ve karsinojenik
etkilere yol agabilmektedir (Porter, 1984; Placer ve ark., 1990).
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1.5 Formaldehit

1.5.1 Formaldehit’in Genel Ozellikleri

Formaldehit, CH,O kimyasal formiiliine sahip aldehit ailesinin en basit tiyesidir.
Kuvvetli elektrofilik 6zellige sahip oldukga reaktif bir kimyasal olan formaldehit oda
sicakliginda hizla gaz haline gegebilen, suda ¢ok iyi ¢oziinen, yanabilen, keskin
kokulu ve renksiz bir bilesiktir. (Smith, 1992; Mao ve Vannice, 1995; Shaham ve
ark., 1996). Molekiil agirhgi 30, erime noktas1 -92°C ve kaynama noktasi ise -
21°C’dir. Formaldehit oda sicakliginda ve bulundugu her ortamda asir reaktif oldugu
icin kolaylikla gaz haline doniisebilmektedir. Polimerize olan kati haline
paraformaldehit, %37’lik sivi ¢Ozeltisine ise formalin adi verilir. Sivi formaldehitin

miktar1 ml, gaz hali ise ppm olarak ifade edilir (Smith, 1992; Feron ve ark., 1991).

1.5.2 Formaldehit Metabolizmasi

Formaldehit, viicuda baslica solunum, deri ve sindirim yoluyla alinmaktadir (Feron
ve ark.,, 1991; Rumchev ve ark., 2002). Formaldehit viicuda alindiktan sonra
eritrositlerde ve karacigerde bulunan formaldehit dehidrogenaz enzimi (FDH)
katalizorliigii ile formik aside metabolize edilir. Bu reaksiyonda glutatyon kofaktor
olarak gorev alir. Viicutta depo edilmeyen formaldehit feces ve idrar yoluyla veya
karbondioksite okside olarak solunumla viicuttan atilir (Zararsiz ve ark., 2004).
Ayrica tiim memelilerde goriilen normal bir metabolittir. Viicutta piirin, timidin ve

baz1 aminoasitlerin biyosentezi i¢in gereklidir (Pontel ve ark., 2015).
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1.5.3 Formaldehitin Toksik Etkisi

Formaldehit suda ¢oziinen bir bilesik olmasi nedeniyle dokulara hizli bir sekilde
niifuz edebilir. Bununla birlikte protein ve niikleik asit gibi farkli makromolekiillerle
reaksiyona girerek DNA-DNA, protein-DNA ve protein-protein  ¢apraz
baglanmalarina yol agmaktadir (Metz ve ark., 2004; Merk ve Speit, 1998; Solomon
ve Varshavsky, 1985). Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi formaldehiti insanlar

i¢in karsinojen olarak siniflandirmistir (IARC, 2006).

1.6 Bor Elementi

1.6.1 Bor Elementinin Ozellikleri

Bor elementi periyodik tabloda “B” semboliiyle gosterilen, 3A grubunda yer alan,
atom agirligt 10,81 g/mol, yogunlugu 2,84 g/cm?, atom numarasi 5 Ve ergime noktasi
2300 °C olan bu element yerkabugunun bilesiminde bulunmaktadir. Bor, dogada
elemental formda bulunmaz her zaman oksijen ve diger elementlerle birlikte bulunur
(Kemp, 1956, Moore, 1997). Tabiatta 230 gesit bor minerali bulunmaktadir. Bor
iceren minerallere borat ismi verilmektedir (Kemp, 1956; Yenmez, 2009). Ayrica bu
element metal ile ametal arasi, yar1 iletken 6zelliklere sahiptir (Suarez ve ark., 1985;
Demirtag, 2010). Bor, amin gruplarinin azotu ile kovalent bag olusturabilmekte
(Goldbach  ve  Wimmer, 2007), polisakkaridler, piridoksin, riboflavin,
dehidroaskorbik asit ve piridin niikleotidleri gibi 6nemli biyolojik maddeler ile
etkilesime gecebilmektedir (Samman ve ark., 1998). Yiiksek sicakliklarda dehidre
olmadig: siirece borik asit, borik oksit ve sodyum borat gibi borat bilesikleri kararl
yapiya sahiptir (Boron,1998; Kot, 2009). Bor elementini biyolojik ve jeokimyasal
yapilarda analiz etmek i¢in birgok teknik kullanilmaktadir. Ancak boru iz element
diizeyinde tespit etmek icin sadece birkag teknik duyarlilik gostermektedir (Thellier
ve ark., 2001). Bor Konsantrasyonunu belirlemek icin spektrofotometrik ve plazma
kaynagi olan spektrometrik metotlar yaygin kullanima sahiptir (Sah ve Brown,
1997a; Sah ve Brown, 1997b).
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Ulkemiz bor kaynagi bakimindan diinyada birinci sirada yer almaktadr.
Tirkiye’deki bor yataklar1 Balikesir, Bursa, Eskisehir ve Kiitahya il smirlar
icerisindedir. Bu bolge diinyaki bor rezervinin %60-70’ine sahiptir. Ulkemizi,
sirastyla. ABD, Arjantin, Peru, Rusya ve Cin izlemektedir. Uretim acisindan ise
tilkemiz bor tireten iilkeler icerisinde ikinci sirada yer almakta ve iiretimin tamamina
yakin kismu islendikten sonra ihra¢ edilmektedir (Velioglu ve ark., 1999; Velioglu ve
Simsek, 2003, Anonim, 2008).

Bor, bir¢ok bitkide bulunan, eseri miktarda alinan ve metabolizma i¢in oldukga
gerekli bir elementtir. Bor dogrudan proton verici 6zellige sahip olup bu ozelligi
sayesinde hiicre zar yapisina ve fonksiyonlarina etki ederek canli sistemlere katkida
bulunmaktadir (Zeki, 1985; Tiirkez ve ark., 2007a). Insan saghig bakimmdan borun
temel kaynagini bitkisel igerikli iriinler olusturmaktadir (Gezmen-Karadag ve
Tiirkdzt, 2014). Son yillara kadar borun sadece bitkiler igin gerekli temel element
oldugu bilinmekteydi, ancak son yillarda yapilan ¢aligmalar neticesinde bu
elementin insanlar i¢in de gerekli oldugu belirlenmistir. Hatta bazi patolojik
durumlarda ve hastaliklarda bor takviyesinin tedavi agisindan faydali olabilecegini

ifade eden bir¢ok ¢alisma da mevcuttur (Tiirkez ve ark., 2007b; Ince ve ark., 2010).

Su ana kadar metabolizmada borun iki olast mekanizmayla etki
edebileceginden  bahsedilmistir.  Birincisi, “bor”un  hiicre = membraninda
transmembran sinyalin olusumunda ve iyonlarin hiicre membranindan gegisinde,
ikinci olarak da g¢esitli enzimatik sistemlerde metabolik diizenleyici olarak rol

alabilecegi vurgulanmistir (Hunt ve Idso, 1999; Nielsen, 1997).

1.6.2 Bor Bilesiklerinin Kullanim Alanlari

Bor; bakteri, maya ve kiiflere karsi bakteriostatik, bakteriosidal, fungistatik ve
fungisidal ozelliklerinden dolayr antibakteriyel ve antifungal madde olarak

15



kullanmak ftizere ila¢ endiistrisinin ilgi alani haline gelmistir (Van Slyke ve ark.,
1981).

Borun insan saglig1 i¢in 6nemli bir element oldugu yapilan yeni arastirmalarla
gosterilmeye baglanmistir. Magnezyum, kalsiyum ve fosfor’un, D vitamini
metabolizmast i¢in 6nemli oldugu bilinmekle beraber osteoporoz, eklem iltihabi,
depresyon, halsizlik, baz1 sinir hastaliklar1 gibi sikayetlerin tedavisinde de bor aktif
olarak kullanilmaktadir (Nielsen ve ark., 1987; Chapin ve ark., 1997; Sayl ve ark.,
2007; Bronner, 2008; Hakki ve ark., 2010).

1.6.3 Bor’un Emilimi, Dagilimi ve Atilinm

Insanlar bor elementini Yyiyeceklerle, solunumla, ve deri yoluyla almaktadir
(Yesilbag, 2008). Deride herhangi bir yara olmadigi taktirde deri yoluyla bor
emilimi, ihmal edilebilir diizeydedir. Organizmaya alinan bor (boraks ve borik asit)
bagirsaklar tarafindan ¢ok hizli bir sekilde emilmekte ve pasif difiizyonla tiim viicuda
dagitilmaktadir (Murray, 1998; Usuda, 1998). Anyonik iz element oldugu i¢in diger
elementler gibi bor da idrar, feges, ter ve solunum yoluyla atilir. 21 saatten daha kisa
yar1 0mre sahip olan borun tamamina yakin kismi (%90-95) metabolize edilmeden
idrarla disar1 atilmaktadir (Naghii ve Samman, 1997; Moseman, 1994; Gezmen-
Karadag ve Tirkozi, 2014). Yumusak dokuda birikim géstermeyen bor ¢ok diisiik
seviyelerde kemikte birikim gdstermektedir (Moseman, 1994; Gezmen-Karadag ve
Tirkozi, 2014).

1.7 AS549 Akciger Epitel Hiicre Hatti

A549 hiicreleri D.J. Giard ve arkadaslar tarafindan 1972 yilinda Orta Asya’li 58
yasinda bir erkegin akciger karsinoma dokusundan izole edilmistir (Giard ve ark.,

1973). izole edilen bu hiicreler 1000 jenerasyon boyunca kiiltiire edilmis ve bu
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hiicrelerin 6liimsiiz oldugu sonucuna varilmistir (Lieber ve ark., 1976). Iki tip
alveoler hiicre vardir. Tip I alveollerin i¢ ylizeyinin %96’sin1 kaplamaktadir ve in
vitro ortamda iiretilmesi zordur. Tip II ise daha az yiizey kaplar ve bir¢ok fonksiyona
sahiptir. Ayrica tip II hiicreler, tip I hiicrelerinin ata hiicreleridir. Insan alveoler
karsinoma hiicrelerden koken alan A549 akciger hiicreleri tip Il alveoler hiicre
fenotipi ile eslesmekle birlikte, insan primer alveoler epitel hiicrelerinin sahip oldugu
birgok karakteristige de sahiptir (Fang ve Aust, 1997; Shimizu ve ark., 2004). Bu
nedenle sadece akciger kanser modellerinde degil ayni zamanda insan alveoler
epitelyal hiicrelerin in vitro ¢alismalarinda da model olarak yaygin bir kullanima
sahiptir (Lieber ve ark., 1976; Mazzarella ve ark., 2007; Tian ve ark., 2009; Wang ve
ark., 2009; Shin ve ark., 2009; Jiang ve ark., 2010). Yapilan caligmalarda, A549
hiicrelerinin yiiksek oranda desatiire yag asitleri ile birlikte lesitin sentezledikleri
gosterilmistir (Lieber ve ark.,1976; Nardone ve Andrews, 1979). Hiicreler tek
yiizeyde yapisarak ¢ogalir ve ikiye katlanma zamam yaklasik olarak 22 saattir
(Ichihara ve ark., 2015).

1.8 Kurulan Hipotezler ve Tezin Amaci

Hipotez 1: Bor, formaldehit ile indiiklenen oksidatif stresi azaltarak etki

yapiyor olabilir.

Hiicre lizatlarinda oksidatif stres parametrelerinden nitrik oksit (NO), MDA,
glutatyon (GSH), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) seviyeleri analiz
edildi. Bu hipotezi olusturmamiza neden olan ¢ikis noktasi formaldehitin oksidatif

hasar olusturmasi ve borun antioksidan etki gostermesidir.

Hipotez 2: Formaldehitin olusturdugu hasarin azaltilmasi/minimize edilmesi
acisindan bor inflamasyon, apoptotik veya antiapoptotik mekanizmalar:

etkileyerek koruyucu veya tedavi edici rol oynuyor olabilir.
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Bu hipotezin dogrulugunu veya yanlishgini ortaya koyabilmek adina formaldehitin
olusturdugu hasar molekiiler metotlarla belirlendi. Bununla birlikte olusan hasarin
azaltilmasinda olas1 hangi molekiiler mekanizmalarin etkili olabilecegini belirlemek
i¢in inflamatuar sitokinlerden Tnf-a ve NFxB’nin, apoptoz iliskili proteinlerden Bcl-

XL ve kaspaz-3’iin mRNA ekspresyon diizeyleri Real-Time PCR ile belirlendi.

Tezin Amaci

AS549 akciger hiicrelerinde formaldehit ile olusturulan oksidatif streste borun etkisini
belirlemek amaciyla, kontrol, sadece formaldehit (100 uM) uygulanan, sadece borik
asitin 2,5; 5 ve 10 mM dozlarda uygulandigi gruplarla birlikte formaldehit (100 uM)
+ borik asitin 2,5; 5 ve 10 mM dozlarda uygulandig1 toplam 8 grup olusturuldu.
Hiicreler medyum ile 2,5; 5 ve 10 mM dozlarda 12 saat siireyle borik asit ve daha
sonra 4 saat siireyle 100 pM formaldehit inkiibasyonuna birakildi. Hiicre lizati ve
medyumu elde edildikten sonra bu hiicrelerde MTT, MDA, GSH, SOD, CAT, NO
diizeyleri, bunlara ilaveten olusan inflamasyonda bor kaynagi olarak borik asitin
etkisini belirlemek amaciyla Tnf-a, kaspaz-3, Bcl-XL ve NFkB genlerinin mRNA

ekspresyon diizeylerinin molekiiler olarak incelenmesi amaglandi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 GERECLER

2.1.1 Kaullanilan EKkipman ve Sarf Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Tablo 2.1°de, sarf malzemeler ise Tablo 2.2’de

gosterilmistir.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan cihazlar

Buzdolabi

Beko, D9470 NME, Eskisehir, Tiirkiye

Buz makinasi

Ugur Sogutma Makinalari, Buzal 60,
Tiirkiye

COy’li Etliv

Thermo Scientific, Forma Direct Heat,
Ohio, Amerika

ELISA Pleyt Okuyucu

Thermo Scientific, Multiskan GoVantaa,
Finlandiya

Hassas Terazi

Sartorius, CF323 S, Almanya

ICP-MS

Agilent 7700x ICP-MS, Kaliforniya,
Amerika

Mikro Pipet Seti

Thermo Scientific Finnpipet, Waltham,
Amerika

Mikrosantrifiij Thermo  Scientific, Mikromax RF,
Amerika

Qubit 2.0 Floresan Spektrometre Invitrogen, Kaliforniya, Amerika

Real-Time PCR Agilent Technology, Stratagene
Mx3005P, Santa Clara, Amerika

Santrifiyj Niive NF 800R, Ankara, Tirkiye

Spektrofotometre Shimadzu 1601 UV-VIS, Tokyo,

Japonya

Steril Giivenlik Kabini (Sinif 2)

Thermo Scientific, MSC 1.2 Advantage,
Langenselbold, Almanya

Termal PCR Cihazi (Thermal Cycler)

Thermo  Fisher  Scientific,
Singapur

Veriti,
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Tablo 2.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Marka/Katalog Numarasi

2-Merkaptoetanol

Merck, 8057400250

5,5’-Ditiyobis 2-Nitrobenzoik Asit

Sigma, D218200

8'li Real-Time PCR Tiipii

Greiner Bio-One, 673210

Agaroz Merck, 1.01236.0100
Amonyum Siilfat Fluka, 09980
Borik Asit Sigma, B6768

Complete Tabletes, Mini Easypack

Roche, 04 693 124 001

CuCl;

Sigma, 7447-39-4

Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma, D2650

DNaz-I Thermo Scientific, EN0521
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medyum | Sigma, D5671

EDTA Sigma, E6758

Etanol Merck, 1009832500
Formaldehit Sigma, 47608

Fotal Buzagi Serumu (FBS) Sigma, F9665

Gene Ruler 50bp Marker Plus

Thermo Scientific, SM1191

Genejet RNA Purifikasyon Kit

Thermo Scientific, KO731

H20,

Sigma, 18304

Hanks' Balanced Soliisyonu

Thermo Scientific, Lsg-88284

HCI Riedel-de Haen, 07102
HEPES Tampon Sigma, H0887

KCI Fischer Scientific, 7447-40-7
KH2PO4 Merck, 1.04871

Ksantin Sigma, X7375

Ksantin Oksidaz Sigma, X1875

L-Glutamin Sigma, G7513

Loading Dye Thermo Scientific, R1161

Maxima SYBR Green QPCR Master
Karisimi ve ROX Soliisyonu

Thermo Scientific, K0252

Metafosforik Asit Sigma, 04103
Na,COs Sigma, 222321
Niikleaz Icermeyen Su Ambion, AM9938
Na,HPO, Sigma,04276
NaCl Sigma, 13423
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NaOH Merck, 1.06462.1000
N-Butanol Sigma, 537993

Nitro Blue Tetrazolium Sigma, N5514

PCR Tiipt Axygen, 321-10-551
Penisilin-Streptomisin Sigma, P4333

Piridin Merck, 1.07463.0500
Qubit® RNA HS Assay Kit Thermo Scientific, Q32852
Redsafe Niikleik Asit Boyama Intronbio, 21141
Soliisyonu

Revertaid H Minus Single Strand cDNA
Sentez Kiti

Thermo Scientific, K1632

Si1gir Serum Albumini Sigma, 05470
Sodyum Dodesil Stilfat Merck, 8.17034.1000
Sodyum Piriivat Sigma, S8636
Sodyum Tungstat Fluka, 72069

Sodyum-Molibdat

Merck, 1.06521.0100

Steril Falkon Tiip - Santrifiij - P.P -
Vida Kapakli-50 ml - DNA/RNA Free

Isolab, 078.02.008

Steril Filtreli Pipet Ucu 0,5-10ul

Axygen, TF-300-R-S

Steril Filtreli Pipet Ucu 2-100ul

Axygen, TF-100-R-S

Steril Filtreli Pipet Ucu 50-1000p1

Axygen, TF-1000-R-S

Siringa Filtresi

Sartorius, 16534k

T25 Steril Flasklar TPP, 90026

T75 Steril Flasklar TPP, 90076

TAE Tampon Merck, 1.06023.1000
Tiyobarbitiirik Asit Sigma, 5500
Tripsin-EDTA Sigma, T3924

Triton X-100 Sigma, T8787

LiSO, Fluka, 62613
Vanadium Klorid Sigma, 208272
Siilfanilamid Sigma, S9251
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2.1.2 Hiicre Materyali

Arastirmada kullanilan insan akciger alveoler bazal epitel hiicreleri (A549) Dr. J.

Mazella (CNRS, Valbonne, France)’dan temin edilmistir.

2.2 YONTEM

2.2.1 Hiicre Kiiltiirii Oncesi Sterilizasyon

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan tiim plastik malzemeler ve hazir olarak bulunan steril
medyumlar ticari firmalardan saglandi. 0,22 pum pora sahip filtreler kullanilarak tiim
stvi maddeler siiziilerek steril edildi. Inkubasyonlar sonrasinda elde edilen
hiicrelerden hazirlanan lizat ve medyum oOrneklerinde asagida agiklanan metotlar

kullanilarak ilgili parametrelerin analizleri yapildi.

2.2.2 ICP-MS (indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometri)

ICP (indiiktif eslesmis plazma) ve MS (kiitle spektrometresi) iki ayri1 cihazdir.
Birlestirilip tek bir cihaz haline getirilen ICP-MS, farkli yapilarin eser element
analizinde kullanilan yiiksek hassaslikta ve Ozgiinliikte, ayn1 anda pek c¢ok agir
metalin hizli tayinini saglayan, es zamanli ¢coklu element analizlerine imkan taniyan
atomik seviyede 6l¢lim yapabilen analitik bir tekniktir (Jenner ve ark., 1990; Rao ve
Talluri 2007; Zhang ve ark. 2011; Deveci, 2012; Thomas, 2013). Bu teknik gida,
cevre, jeolojik, biyomedikal ve niikleer alandaki caligmalarda uygulama alam
bulmaktadir (Jenner ve ark., 1990; Nardi ve ark., 2009). ICP-MS bor izotop
oranlarmi belirleme yetenegine sahip olup, biyolojik ¢alismalar ig¢in uygun bir

metottur (Sah ve Brown,1997a).
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Kullanilan Dulbecco's Modified Eagle Medyum (DMEM)’un bor igerigi
Agilent 7700x ICP-MS cihazi ile analiz edilerek bor miktarinin deteksiyon limiti
(0,001 pg/L)’nin altinda oldugu tespit edilmistir.

2.2.3 Hiicre Kiiltiirii Ortam ve Inkiibasyonlar

Akciger hiicre hatt1 %10 oraninda 1s1 ile inaktif edilmis fotal sigir serumu ve 100
IU/ml penisilin/streptomisin iceren DMEM besi medyumunda 37 °C, %5 COy’li
steril inkiibatérde inkiibe edildi. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi igin yaklasik 1x10%ml
sayida hiicre 20 ml medyum bulunan 75 cm? steril flaska (kiiltiir kabina) konarak iki
giinde bir medyum degistirilerek inkiibasyona birakildi. Calisma i¢in yeterli sayiya
ulasan flasklar her grupta 3 adet olacak sekilde toplam 8 gruba ayrild:.

2.2.4 Formaldehit ve Borik Asit Uygulamalari

Tablo 2.3. Calismada Olusturulan Gruplar

Deney Gruplari Yapilan Uygulamalar

Grup 1 Kontrol Grubu

Grup 2 Formaldehit Grubu (DMEM Medyumda 100 uM)

Grup 3 2,5 mM Borik Asit

Grup 4 5 mM Borik Asit

Grup 5 10 mM Borik Asit

Grup 6 Formaldehit (DMEM Medyumda 100 uM)+2,5 mM
Borik Asit

Grup 7 Formaldehit (DMEM Medyumda 100 uM)+5 mM
Borik Asit

Grup 8 Formaldehit (DMEM Medyumda 100 uM)+10 mM
Borik Asit
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Formaldehit ve borik asitin uygulandig1 gruplarda 6nce borik asit uygulamasi yapildi
ve 12 saat inkiibasyona birakildi. Borik asit inkiibasyonundan sonra 4 saat siiresince

hiicreler formaldehite maruz birakilarak calisma gerceklestirildi.

2.25 MTT Hiicre Canlilik Testi

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl
blue) yontemi, hiicre toplulugunda bulunan ve mitokondriyal aktivitesi devam eden
canli hiicrelerin kantitatif saptanmasinda kullanilan kolorimetrik bir yontemdir. Bu
yontemin temel prensibi, mitokondriyal enzim siiksinat-dehidrojenazin ~ MTT
boyasindaki tetrazolium halkasini1 pargalayarak suda c¢oéziinmeyen formazon tuzu
olusturmasidir (McGahon ve ark., 1995; Scinto ve Daffner, 2000). Sar1 renkli MTT
¢ozeltisi hiicre mitokondrisinde, mitokondriyal dehidrogenaz enzimi ile mor renkli
coziinmeyen formazan kristallerine canli hiicrelerin mitokondrileri araciligi ile
doniistiiriilmektedir. Olusan bu formazan DMSO gibi bir ¢6ziicli yardimi ile ¢oziintir
hale getirilerek olusan renk, spektrofotometrik olarak okunarak sayisal olarak ifade
edilir (Mosman, 1983; Denizot ve Lang, 1986). Mor renkte boyanan hiicreler canli ve
mitokondri fonksiyonu bozulmamis olanlardir, boyanmayanlar ise o6li ya da
mitokondri fonksiyonu bozulmus olan hiicrelerdir (Yaka ve ark., 2006). Buna bagl
olarak olusan mor formazan kristallerinin yogunlugu, ortamda bulunan hiicrelerin
canlilifi ve hiicresel aktivitesi hakkinda bilgi vermektedir. 12 kuyucuklu hiicre
kiltiirii pleytlerinde inkiibe edilen hiicreler uygun diizeyde zemini kapladiktan sonra
borik asit ve formaldehit uygulamalar1 uygulandi sonra renk degisimi, mikropleyt
okuyucuda 540 nm dalga boyu ile belirlendi. Herhangi bir sey uygulanmayan kontrol
grubundaki hiicrelerin canliligt %2100 olarak kabul edilerek deney gruplarindaki

hiicrelerinin canlilik oranlart % olarak ifade edildi.
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2.2.6 Biyokimyasal Analizler I¢cin Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Calismanin her asamasinda sterilizasyona azami &zen gosterildi. Inkiibasyonlar
sonrasi hiicreleri yapismis oldugu flask zemininden kaldirmak i¢in flasklara tripsin
(Iml %0,25) eklenerck ¢ok kisa siire sonra hafif ¢irpma hareketleri ile hiicreler
serbest birakildi. Siispansiyonlar pipet araciligi ile toplanarak kapakli tiipler
icerisinde 25°C, 400 g devirde 5 dK siireyle santrifiij edilerek pelet elde edildi. Hiicre
peleti PBS ile yikandiktan sonra (tekrar santrifiij) tlizerine hiicre lizis tamponu
eklendi. Lizis tampon su karisimdan olusmustur: 50 mM HEPES tampon pH 7,2; %1
Triton X-100 (v/v), 100 mM NaH,PO4,2H,0, %8 oraninda proteaz inhibitor kokteyli
(aprotinin, PMSF, leupeptin, NaF). Deterjanda ¢odziinmeyen proteinler 12000 g,
4°C’de 10 dk siireyle santrifiij ile uzaklastirilarak siipernatant elde edildi. Elde edilen
slipernatant yeni bir ependorfa alinarak -20°C’de saklandi. Her bir caligma
grubundaki 3 bagimsiz deneye 3’er 6lgiim yapildi (n=9) ve elde edilen veriler uygun
istatistik metod ile analiz edildi.

2.2.7 Hiicre Lizatlarimmda MDA Ol¢iimii

Lipid peroksidasyon (LPO) i¢in 6nemli bir belirteg¢ olan MDA serbest radikaller
sonucu olusan peroksidasyon triinlerindendir ve 6l¢iimii Ohkawa ve ark. (1979)’nin
metoduyla belirlendi. Metodun prensibi MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA)’in
reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan rengin spektrofotometrik Ol¢iimiine dayanir. Bu
rengin absorbansi spektrofotometrik olarak 532 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Sonugta
MDA  konsantrasyonu, MDA-TBA kompleksinin absorbans katsayisiyla
hesaplanarak lizatta nmol/g protein olarak ifade edildi.

MDA tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

e 50 MM KH,PO,: 3.4 g KH,PO,4 500 ml’ye tamamlandi.
e SDS ¢ozeltisi: %8,1 lik SDS 2,02 g SDS 250 ml dH,0’da ¢ozdiirildi.
o Glasiyel asetik asit: %20’lik glasiyel asetik asit 500 ml hazirlandi.
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e %0,8’lik TBA: TBA o6nce 1 g NaOH 500 ml dH,0O’da ¢ozdiiriildii ve 4 g TBA
500 mI’lik NaOH ¢ozelitisinde ¢ozdiiriildii.

e N-butanol pirin karisimi: 750 ml n-butanol, 50 ml piridinle karistirildu.

Uygulanan metod:

e 0,2 ml hiicre lizat1 bir tiipe kondu. Uzerine 1,5 ml %0,8’lik TBA, 1,5 ml %20°lik
glasiyel asetik asit, 0,2 ml %8,1 lik SDS ve 0,6 ml dH,O ilave edilerek
karigtirildi.

e 1 saat 95 °C de kaynatilarak ardindan hemen sogutuldu.

e Uzerine 1 ml dH,0+5 ml n-butanal piridin ilave edildi ve karistirildi.

e 4000 rpm’ de 10 dk santifuj edildi ve iistteki organik kisim atilarak pembe renkli

kismin 532 nm’de absorbansi dl¢iildii.

2.2.8 Hiicre Lizatlarinda GSH Olciimii

5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit [DTNB; 3-karboksi-4-nitrofenil disiilfit; Elman
Ayiraci] silfidril bilesikleri ile tepkimeye girdiginde sar1 renkli kompleks bir disiilfit
bilesigi olusturur. GSH miktarin1 belirlemek igin bu sari renkli bilesigin optik
dansitesi 412 nm’de okunur (Beutler ve ark., 1963). GSH tayini asagidaki metotla
gerceklestirildi.

Kullanilan Cézeltiler:

e (oktiirticii: 5 g metafosforik asit + 1 g EDTA + 90 g NaCl 300 ml dH,O’da
¢Ozdirildii.

e Fosfat ¢ozeltisinde 0,3 M Na;HPO,.: 40,02 g Na;HPO,4.7H,O 500 ml dH,O’da
¢Ozdirildii.

e DTNB: 40 mg DTNB 100 ml %1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisiyle ¢ozdiiriildi.

e GSH standardi: 10 mg GSH, 25 ml dH,0’ da ¢6zdiiriildii.
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Uygulanan metod:

e Standart tlipiinde doku homojenizati yerine 0,2 ml GSH standardi kullanild.

e Kor tiipiine 2 ml distile su + 3 ml ¢oktiiriicii konarak adi siizge¢ kagidindan filtre
edildi.

e Kor: 2 ml distile su+ 3 ml ¢oktiriicii; Standart: 0,2 ml GSH Standardi+ 1,8 ml
dH,0 + 3ml ¢oktiiriicii iyice karigtirildi.

¢ 0,2 ml doku homojenizati ya da hemolizat alind1.

e Uzerine 3 ml ¢oktiiriicii ilave edilerek, karistirildi. 5 dk beklenildikten sonra adi
stizgec kagidindan siiziildii.

e 2 ml filtrat bagka bir tiipe alindi, tizerine 8 ml fosfat pamponu (ya da 1 ml filtrat +
4 ml fosfat tamponu), 0,5 ml DTNB ayiraci katilarak iyice karistirildi. Daha sonra
412 nm’de 10 dk igerisinde degerlendirildi ve lizatta nmol/g protein olarak ifade
edildi.

2.2.9 Hiicre Lizatlarinda SOD Aktivitesinin Ol¢iimii

Reaksiyonun meydana geldigi ortamda, enzimatik bir tepkime ile siiperoksit gruplari
ortaya ¢ikmaktadir. Ornekte bulunan SOD’un, ortamda bulunan nitroblue tetrazolium
(NBT) ile indirgemesinin engellenmesi prensibine dayanmaktadir. Siiperoksit
gruplart ile ksantin oksidaz reaksiyona girmekte 560 nm'de en yiiksek absorbans
veren formazonu olusturmaktadir. Ortama ilave edilen ksantin oksidazin, iiretilen
gruplar1 dismutasyona ugratmasi ile NBT indirgeme tepkimesi yavaslamakta ve
okunan absorbans degerleri diismektedir. SOD aktivitesi, formazon olusumunun

baskilanmasi belirlenerek dolayli olarak tespit edilmektedir (Sun ve ark., 1988).

Kullanilan ¢ozeltiler:

e Ksantin stok ¢ozeltisi (3 mmol/L): 23 mg ksantin, 50 ml’lik bir balon joje i¢inde 5
ml 0,1 N NaOH ile hafifce isitilarak ¢ozdirildi ve dH,O ile 50 ml’ye

tamamlandi. Kullanilacagi zaman 10 kez sulandirilarak kullanildi.
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e PBS: 0,2 g KH;POy4, 0,201 g KCl, 8,06 g NaCl ve 12,636 g Na,HPO4.2H,0 1 L
dH,0’da ¢6zdiiriildii ve pH’s1 7,4’e ayarlandi.

e NBT ¢ozeltisi (150 mmol/L): 12,3 mg NBT dH,O0 ile ¢ozdiiriildii ve hacim 100
ml’ye tamamlandi.

e EDTA ¢6zeltisi (0,6 mmol/L): 0,249 g EDTA (dihidrat) dH,0 ile ¢6zdiiriildii ve 1
L’ye tamamlandi.

e NayCOj3 ¢ozeltisi (400 umol/L): 4,2 g Na,CO3 dH,0 ile ¢ozdiiriildii ve hacim 100
ml’ye tamamlandi.

e Sigir albiimini ¢ozeltisi (1g/L): 100 mg sigir albiimini dH0 ile ¢ozdiirtildi ve
hacim 100 ml’ye tamamlandi.

e Ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisi: 20 U/ml aktiviteye sahip enzim ¢6zeltisinden 20
umol aliarak 2 ml 2 M amonyum siilfat ¢ozeltisi ile karistirildi.

e CuCl; (0,8 mmol/L): 10,7 mg CuCl, dH,0O ile ¢ozdiiriildii ve hacim 100 ml’ye

tamamlandi.

Reaktif karigimi: 20 tiipliik analiz i¢gin 10 ml EDTA ¢ozeltisi, 20 ml 10 kez
sulandirilan ksantin stok ¢ozeltisi, 6 ml Na,COj3 ¢ozeltisi, 10 ml NBT ¢ozeltisi ve 3

ml s1g1r alblimini ¢ozeltisi eklendikten sonra iyice karistirildi.

Uygulanan metod: son hacim 3 ml olacak sekilde test ve kor tiiplerine asagidaki

belirtilen sirayla ¢ozeltiler ilave edildi.

e Test ve Kor tiiplerine 2,45 ml reaktif karisimi ilave edildi.

e Test tiiptine 0,5 ml numune, kor tiiptine ise 0,5 ml dH,0O ilave edildi.

e 50 pl ksantin oksidaz biitiin tiiplere ilave edildi ve karistirildi.

e 20 °C su banyosunda 20 dk siiresince inkiibe edildi.

e Inkiibasyon siiresinin sonunda tiiplere reaksiyon durdurmak icin 1 ml CuClI2
eklendi ve olusan renk 560 nm’de okundu ve lizatta U/ug protein olarak ifade
edildi.
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2.2.10 Hiicre Lizatlarinda CAT Aktivitesinin Ol¢iimii

Omekte bulunan CAT etkisi ile HyO, yikimlanmakta ve sonugta 240 nm’de

absorbansta azalma meydana gelmektedir. Meydana gelen bu azalma hizi CAT

aktivitesi ile orantilidir (Aebi, 1974). Katalaz aktivite tayini i¢in asagidaki metod

uygulandi.

Kullanilan ¢ozeltiler:

Fosfat tamponu (1/15 milimol/L; pH=7,0): 7,268 g Na,P0O,4.2H,0 ve 3,522 ¢
KH,PO, dH,0’da ¢ozdiiriildii ve 1 L’ye tamamlandi. Daha sonra pH’s1 7,0’ye
ayarlandi.

Fosfat tamponunda H,0, ¢ozeltisi (10 mm): Once hazirlanmis olan fosfat
tamponunun 100 ml’sinde %30’luk H,O, ¢ozeltisi seyreltildi. Bu seyreltilen
¢ozeltinin 240 nm’deki absorbansi 0,5 olmalidir. Absorbans bu degerden daha

diisiikse kiiciik miktarlarda H,O; ilave edilerek absorbansin 0,5 olmasi saglandi.

Uygulanan metod:

Her numunenin ¢alisilmasindan 6nce numunede bulunmasi olasi olan ve 240 nm’
de absorbans verebilen maddelerin sebep olabilecegi absorbans degerinin artigini
saptamak amaciyla kor deney hazirlandu.

Kuvars kiivete 2,95 ml fosfat tamponu konduktan sonra {izerine 50 pul numune
ilave edilerek kor hazirland1 ve spektrofotometre buna gore sifirlandi.

Test isaretli kuvars kiivete H,O; ¢6zeltisi ile hazirlanan fosfat tamponundan 2,95
ml kondu iizerine 50 pl numune eklendi. Kiivetler altiist edilerek iyice karismasi
saglandi1 ve spektrofotometreye yerlestirildi.

Spektrofotometrede 240 nm’deki absorbansin azalmasi takip edildi. Absorbansin
0,45°den 0,40’a inmesi esnasinda gegen siire tespit edildikten sonra siire
kaydedildi.

Tespit edilen siire kullanilarak formiilden hiz sabiti hesaplandi. Daha sonra
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CAT enzim aktivitesi hesaplandi ve nmol dk™'/ pg protein olarak ifade edildi.

2.2.11 Medyumda NO Olc¢iimii

Inkubasyonlar sonucu elde edilen medyumlarda NO seviyeleri 6lciildii. Biyolojik
sistemlerde ¢cok yonlii hiicre i¢i haberci olan NO, serbest radikal 6zelligine sahiptir.
Nitrik oksit, parakrin etki gosteren ve enzimatik olarak arjininden sentezlenen bir
molekiildiir. Nitrojen merkezli bir radikal olarak bilinir. Yart dmrii birkag saniye olan
NO kolayca serbest radikallerle birlesir. Biyolojik sistemlerde hizla nitrat (NO3) ve
nitrite (NOy) pargalanir. Bu nedenle NO {iretimi, NO’nun onciil molekiilleri olan
NO; ve NOj diizeylerinin saptanmasiyla hesaplanmaktadir.

Bu yontem 37 °C'lik ortamda vanadium kloriir'iin NO3”’1, NO,’e doniistiirmesi ve
Griess Reaksiyonu ile renkli bir azo tiirevi olusturmasi sonucunda absorbansin
belirlenmesi esasina dayanmaktadir. NO 6l¢timii Miranda ve ark. (2001) tarafindan

gelistirilen metoda gore dl¢iildii ve medyumda pmol/L protein ifade edildi.

2.2.12 Hiicre Lizatlarinda Protein Konsantrasyon Olciimii

Dokuda c¢aligilacak parametrelerin sonuglarinin hesaplanmasinda kullanilan total
protein seviyeleri Lowry ve ark. (1951)’nin kolorimetrik metoduna dayanilarak
olgiildii. Bu yontemde, alkali ortamda +2 degerlikli bakir iyonu proteinlerin peptid
baglar ile bir kompleks olusturmasi sonucunda bakir indirgenir. Proteinlerin yan
zincirinde yer alan tirozin, tiriptofan ve sistein amino asitleri ile indirgenmis bakir
Folin-Ciocalteu reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden olur. Olusan rengin
siddeti 660 nm’de spektrofotometrik olarak Slgiiliir ve protein konsantrasyonu ile

dogru orantilidir.
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Uygulama Basamaklar1 ve Kullanilan Cozeltiler:

Ornek ve standart tiiplerine 1 mL protein ¢dzeltisi konduktan sonra,

A Reaktifi: %2 Na,COj3 soliisyonu 0,1 N NaOH’da ¢oziiniir ve son hacim
1L’ye tamamlanarak hazirlandi.

B Reaktifi: %1 CuSO4ve %2 sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi esit hacimde
karistirildi.

C Reaktifi: 50 hacim A ¢ozeltisi ile 1 hacim B ¢o6zeltisi karigtirilarak

hazirlandi.

Oda sicakliginda tim tiiplere 3 ml C reaktifi eklendikten sonra 30 dk

bekletildi.

Folin-Ciocalteu reaktifi:
Sodyum - Tungstat 100 g
Sodyum — Molibdat 25¢g

Distile su 700 ml
Konsatre HCI 100 ml
% 85 H3PO, 50 ml ilave edilir. Soliisyon alttan kaynatilir ve tistten

sogutularak 10 saat siiresince kaynatildiktan sonra;

LiSO4 1509
Distile su 150 ml
Brom 1-2 damla ilave edilerek tekrar kaynatildi.

Soliisyonun rengi altin sarisidir ve buzdolabinda saklanir. Rengi yesilimtrak
oldugunda kullanilmamalidir. Sulandirilarak kullanilir.
Stok Folin-Ciocalteu reaktifi 1 hacim

Distile su 1,5 hacim

30 dk sonunda tiim tiiplere 300 pl Folin-Ciocalteu reaktifi vortekslenerek

eklendi.

Oda sicakliginda 45 dk bekletildi.
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e  Absorbanslar 660 nm’de kore kars1 okundu.
e Protein miktarlar1 olusturulan standart kalibrasyon grafiginden yararlanarak

hesapland1 ve U/pg olarak ifade edildi.

2.2.13 RNA izolasyonu

RNA caligmalarinda en ¢ok dikkat edilmesi gereken husus hasar gormemis ve en saf
haliyle RNA’nin izolasyonudur. Izolasyon sirasinda en sik Kkarsilasilan sorun
riboniikleaz (RNaz) kontaminasyonudur ve RNaz ile diisiik miktardaki bir
kontaminasyon sonucu RNA’nin biitiin olarak elde edilmesi miimkiin olmayabilir.
RNaz kontaminasyonunu engellemek i¢in biitiin ¢ozelti ve sarf malzemeleri uygun

sekilde steril edilmelidir.

Izolasyon sirasinda dikkat edilmesi gereken diger bir husus ise kullanilacak
¢ozeltiler RNaz’in aktivitesini yok edecek DEPC su ile hazirlanmalidir. Bunun
disinda Tris DEPC’yi inaktive ettigi i¢in Tris iceren ¢ozeltiler DEPC ile

hazirlanmamalidir.

Yaptigimiz ¢alismada, inkiibasyonlar sonucu deney gruplarinin bulundugu 25
cm?lik flasklardaki medyumlar uzaklastirildi. Tiim deney gruplarinin kiiltlirlerinden
elde edilen hiicrelerin total RNA izolasyonu Genelet RNA Purifikasyon Kiti
(Thermo Scientific, K0732) kullanilarak spin kolon yontemi ile gergeklestirildi. RNA
izolasyonu sirasinda kullanilan biitin malzemeler RNAaz icermemektedir. RNA

izolasyonu igleminin tiim asamalar1 buz iizerinde gergeklestirildi.

2.2.13.1 RNA’larin Kalite Kontrolii

izole edilen RNA’larmn kalitesi Multiskan™ Go Mikroplate Spektrofotometresi
(Thermo Scientific, Vantaa, Finland) cihaziyla, RNA miktari ise Qubit RNA Analiz
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Kiti (Invitrogen, Q32852) kullanilarak Qubit 2.0 floresan spektrofotometre
(Invitrogen, CA, USA) cihazi ile 6l¢iildii.

RNA saflig1 spektrofotometrede 260 nm (OD240) ve 280 nm (OD,g) dalga
boylarindaki degerler olgiilerek belirlendi. RNA/DNA oranlar1 (OD2g0/OD>go) 1,7-2,0
araliginda olan orneklerin saflig1 yiiksek kabul edilip, cDNA (komplementer DNA)

sentezinde kullanildi.

2.2.13.2 DNaz Uygulamasi

RNA’lardan DNA’y1 uzaklastirmak amaciyla 1 pg kalip RNA, 1 ul 10X Reaksiyon
Soliisyonu, 1 pul RNaz igermeyen DNaz I (Thermo Scientific, EN0521) eklendi ve
DEPC (dietil pirokarbonat) ile toplam hacim 10 pl’ye tamamlanarak 30 dk 37°C ve
10 dk 65°C’de inkiibasyona birakildi.

2.2.14 cDNA Eldesi

Temizlenen RNA’dan RevertAid H Minus Single Strand cDNA Sentez Kit (Thermo
Scientific, K1632) ile cDNA sentezi gergeklestirildi. Protokole gére DNaz uygulanan
10 pl RNA igeren tiipe, 1 pl 50mM EDTA eklendi ve 10 dk 65°C’de inkiibe edildi.
Daha sonra 1 pl Oligo (dT)igilave edilerek ve 5 dk 65°C’de bekletildi. Sirasiyla 4 pl
5X reaksiyon soliisyonu, 1 ul RiboLock RNaz inhibit6rii, 2 pl 10mM dNTP karisimi
ile 1 pl RevertAid H Minus M-MuL V Revers Traskriptaz eklenerek kisa bir
santrifiijden sonra 42°C’de 60dk ve 70°C’de 5 dk inkiibe edildi. Sentezlenen
cDNA’lar kullanilincaya kadar -80°C’ye kaldirildi.
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2.2.15 Primer Tasarmmi ve Real-Time PCR

Primerler her bir transkripsiyon analizi i¢in spesifik olup, literatiirdeki caligmalar
referans alinarak ve FastPCR 6.0 (Bioteknoloji Enstitiisii, Helsinki Universitesi)
programi kullanilarak belirlenen baz dizgelerinin sentezi yaptirilarak elde edildi ve

reaksiyonda yaklasik 100 ng diizeyinde kullanild:.

Tablo 2.4. Oligoniikleotid primer dizileri.

Gen Oligoniikleotid primer dizisi
B-Aktin F CACCCCAGCCATGTACGTTGC

R CCGGAGTCCATCACGATGCCA
Tnf-a F GAGTGACAAGCCTGTAGCCCA

R GCTGGTTATCTCTCAGCTCCACG
Bel-XL F CACATCACCCCAGGGACAGCA

R AAAGGCCACAATGCGACCCCA
NFkB F GGTGCGGCTCATGTTTACAGC

R GCGTCTGATACCACGGGTTCC
Kaspaz-3 F GGAAGCGAATCAATGGACTCTGGA

R CCTGAGGTTTGCTGCATCGAC

Real-Time PCR sisteminde Sybr Green boyasi siklikla kullanilan boyalardan
biridir ve bu boya ¢ift iplikcikli DNA parcasina baglanarak elektriksel impuls ile
birlikte floresan 1s1ma yapar. Bu 1s1ma sistemin lazer dedektorii tarafindan alinarak,
bilgisayar ortaminda grafik formata gcevrilir. Olgiilen floresansin siddeti PCR
triinliniin miktart ile dogru orantilidir. Denatlirasyon, primer yapigmasi ve zincir
uzatma olmak iizere ii¢ basamaktan olusan amplifikasyon isleminden sonra Syber
Green boyasindan alinan 1s1manin sinir degeri astig1 noktaya Ct ya da Cp degeri adi
verilmektedir. Elde edilen bu amplifikasyon Ct degerlerinden hareketle, hedef
genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri Stratagene Mx3005P

Real-Time PCR cihazinda incelendi ve sonuglar 244t

metodu ile hesapland: (Pfaffl,
2001) ve mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde

belirlendi.
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Bu hesaplamada;

AACt = (Cthedef gen — Ctbeta actin)denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin)kontrol grubu

formiilii uygulamlarak; hesaplanan deger her bir gen igin 2™*“' formiilinde yerine
konularak mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde
belirlendi. Endojen kontrol olarak beta aktin geni kullanildi ve her bir 6rnege ait beta
aktin gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme

(normalizasyon) uygulandi.

Tasarlanan her bir gen i¢cin PCR dongii sayilar1 ve sicaklik degerleri Tablo
2.5’te verildi.

Tablo 2.5. Calisilan genlere ait PCR kosullari

Baslangic Ayrilma Ayrilma Yapisma Uzama Déngii

Gen Sicakhk Siire Déngii | Sicaklik Siire | Sicakhik  Siire Sicakhk — Siire  guug
(°C) (dk)  Sayisi (°C) (sn) (°C) (sn) (°C) (dk)

B-Aktin 95 10 1 95 30 64 30 72 1 40
Kaspaz-3 95 10 1 95 30 64 30 72 1 40
NFkB 95 10 1 95 30 64 30 72 1 40
Bcel-XL 95 10 1 95 30 64 30 72 1 40
Tnf-a 95 10 1 95 30 56 30 72 1 40

2.2.16 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA molekiillerinin ayrimini i¢in elektroforezde yaygin olarak kullanilan destek
ortami agarozdur. Ayristirilacak molekiillerin biiyiikliigline bagli olarak agaroz
konsantrasyonlar1 genelde %0,3 ile 2 tercih edilmektedir. Biiyiik DNA pargalar1 igin
diisiik, kiiciik olanlar igin yiiksek agaroz konsantrasyonlari kullanilarak niikleik

asitlerin ayrimlar1 saglanir.

Calismamizda Real-Time PCR driinleri, agaroz jel elektroforezi ile

goriintillendi. Bu amagla %2’lik agaroz jel hazirlandi. 1g agaroz (Merck,
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1.01236.0100) tartildi ve 50 ml 1xTAE (Tris Asetat EDTA) soliisyonu (Merck,
1.06023.1000) eklendikten sonra karisim kaynatilarak agarozun ¢dziinmesi saglandi.
Kaynatilip sogutulan agaroza sonra 2 pl RedSafe renklendirme soliisyonu (Intron
Biotechnology, 21141) eklendi. Uygun sicaklia getirildikten sonra kaliba dokiildi. 1
saat donmasi beklendikten sonra ¢cDNA ornekleri yiikleme boyasi (6XTriTrack™
DNA Loading Dye, Thermo Scientific, R1161) ile karistirilarak kuyucuklara eklendi.
Baz uzunlugunun kontrolii i¢in ilk kuyucuga Gene Ruler 50bp Marker Plus (Thermo
Scientific, SM1108) eklendi ve Thermo Electron Corporatin 4000P Power Supply ile
7 V/em 'da 1 saat kosturuldu. Ornekler jel goriintiileme ve analiz sistemi ile (Vilber

Lourmat, Marine la Valeé, France) goriintiilendi.

2.2.17 istatistiksel Analiz

Arastirmadan elde edilen sonuglar, SPSS 20.0 istatistik programinda tek yonlii
varyans analizi (One-Way ANOVA) uygulanarak yapildi. Istatistiksel fark bulunan
sonuglara Duncan testi uygulandi, veriler "ortalama + standart sapma™ olarak ifade

edildi ve anlamlilik i¢in p<0,05 kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1 ICP-MS ile Bor Analizi

Hiicre kiiltiiri agamasinda, A549 hiicre hattinin yasatilmasi amaciyla kullanilan
DMEM medyumda bor analizi gergeklestirildi. Analiz neticesinde, medyumda bor
miktariin tespit edilebilir limitin altinda oldugu belirlendi. Bu sonug, hiicre kiiltiir
medyumunun ¢aligma i¢in uygun oldugunu ve c¢alismada verilen bor miktarlari

tizerinde ilave bir etki yapmadigin1 gostermektedir.

3.2 Hiicre Canhlik Bulgulari ve Uygulamalardan Sonra Hiicrelerin

Mikroskobik Goriiniimleri

A549 akciger epitel hiicrelerine borik asitin farkli konsantrasyonlari (2,5; 5 ve 10
mM) uygulanarak 12 saat inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyonu takiben 100 uM
formaldehit 4 saat siireyle uygulandi. Siire sonunda MTT metoduyla canlilik
kontrolleri yapildi. Herhangi bir sey uygulanmayan kontrol grubundaki hiicre
canliligt %100 olarak kabul edildi ve diger gruplarin canlilik oranlart % olarak
belirlendi. Buna gore %100 olarak kabul edilen kontrol grubuna gore diger gruplarin
canlilik degerleri Sekil 3.1.°de gosterildi. Formaldehit grubu, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda formaldehit grubunun hiicre canliliginda anlamli bir azalma tespit
edildi (p<0,001). Tek basina borik asit verilen gruplarda, borik asitin kontrol
grubuna gore canlilik oranlarini azalttigi buna karsin artan dozlarda borik asit
uygulamasinin canlilik oranini artirdigi gozlendi. Borik asit uygulamasi ile
formaldehitin canlilik yilizdesinde neden oldugu azalmanin tersine g¢evrildigi ve
canlilik yiizdesinin arttig1 goriildii. Gruplarin canlilik %’leri Tablo 3.1.’de ifade
edildi.
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150-

B3 Kontrol
) & Formaldehit
— a
=" —Fey
5 ¢ c Boo o ¢ B10
® 504 9 Formaldehit+B2,5
S = | E@ Formaldehit+B5
* = | B3 Formaldehit+B10
0 524

Gruplar

Sekil 3.1. A549 akciger epitel hiicreleri tizerine 100 uM dozda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (BS), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin hiicre canlilig1 iizerine etkisi.

Tablo 3.1. A549 akciger epitel hiicreleri ilizerine 100 pM dozda formaldehit, 2,5
(B2,5),5 (B5), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve

10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin hiicre canlilig1 iizerine etkisinin % olarak

ifadesi

MTT
GRUPLAR (% Canlilik)
Kontrol 99,99+1,04%
Formaldehit 49.16+0,40°
B2,5 58,28+0,81"
B5 64,6010,42c
B10 67,66+1,31"
Formaldehit+B2,5 60,57+2,45°
Formaldehit+B5 61,77+0,99¢
Formaldehit+B10 63,19:0,53¢

Ortalama =+ standart sapma; n=9
a,b,c,d,ef,g: Aym siitunda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak
onemlidir (p<0,001).
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ger epitel hiicreleri iizerine 100 pM dozunda formaldehit

Sekil 3.2. A549 akci
uygularak oksidatif stres

(A) Kontrol

olusturulan hiicrelerde borik asitin farkli dozlardaki etkisi.

(D) B5, (E) B10, (F) Formaldehit + B2,5,

S,
(H) Formaldehit + B10.

(C) B2,

, (B) Formaldehit

(G) Formaldehit + B5
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3.3 Formaldehit ve Borik Asit Uygulamalarinin Hiicre Lizatlarinda MDA
Diizeyine Etkileri

A549 akciger epitel hiicrelerine borik asitin farkli konsantrasyonlar1 (2,5; 5 ve 10
mM) uygulanarak 12 saat inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyonu takiben hiicrelere
100 uM dozda formaldehit uygulanarak 4 saat siireyle maruz birakildi. Uygulamalar
sonucunda elde edilen hiicre lizatlarinin MDA diizeyleri Tablo 3.2. ve Sekil 3.3.’te
gosterildi. Buna gore tek basina formaldehit uygulamasinin MDA diizeylerini
artirdi@r tespit edildi (p<0,001). Formaldehit uygulamasi 6ncesi borik asit uygulanan
hiicrelerde, borik asitin artan dozuna bagl olarak formaldehit grubu ile
kiyaslandiginda MDA diizeylerinde anlamli azalma goézlendi (p<0,001). Yalniz
basina borik asitin 2,5; 5 ve 10 mM uygulanmasi sonucunda elde edilen MDA
degerleri kontrolle kiyaslandiginda degismedigi tespit edildi.

5- MDA
E3a Kontrol
o 4 a = Formaldehit
S . B3 B25
O 3- : ¢ BC ym 85
o | 5 B & 77 Il
E 21 : = Formaldehit+B2,5
< 4 ': = %% E@ Formaldehit+B5
e B 22 Formaldehit+B10
0 - — 2555 R

Gruplar

Sekil 3.3. A549 akciger epitel hiicreleri lizerine 100 uM dozda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (B5), (B10) mM borik asit ve 100 pM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin MDA diizeylerine etkisi.
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Tablo 3.2. A549 akciger epitel hiicreleri tizerine 100 uM dozda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (B5), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin MDA diizeylerine etkisi

GRUPLAR MDA
(nmol/g protein)

Kontrol 2,1320,181

Formaldehit 3,33+0,59%

B2,5 2,37+0,27%

B5 2,42+0,27%

B10 2,32+0,15%

Formaldehit+B2,5 2,83+0,57"

Formaldehit+B5 2,55+0,43"

Formaldehit+B10 2,53+0,34"°

Ortalama =+ standart sapma; n=9
a,b,c,d: Aym siitunda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak Onemlidir
(p<0,001).

3.4 Formaldehit ve Borik Asit Uygulamalarinin Hiicre Lizatlarinda GSH
Diizeyine Etkileri

A549 akciger epitel hiicrelerine borik asitin farkli konsantrasyonlari (2,5; 5 ve 10
MM) uygulanarak 12 saat inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyonu takiben hiicrelere
100 uM dozda formaldehit uygulanarak 4 saat siireyle maruz birakildi. Uygulamalar
sonucunda elde edilen hiicre lizatlarinin GSH diizeyleri Tablo 3.3 ve Sekil 3.4’te
gosterildi. Buna gore tek basina formaldehit uygulamasinin GSH diizeylerini azalttig
tespit edildi (p<0,001). Formaldehit uygulamasi Oncesi borik asit uygulanan
hiicrelerde borik asit artan dozuna bagli olarak GSH diizeylerinde formaldehit grubu
ile kiyaslandiginda anlamli bir artig gézlendi (p<0,001). Ayrica yalniz basina borik
asit 2,5; 5 ve 10 mM uygulanmasi sonucunda elde edilen GSH degerleri kontrolle

kiyaslandiginda azaldig: tespit edildi (p<0,001).
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25 a E=A Kontrol

o 204 b = Formaldehit
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g 10+ = % Formaldehit+B2,5
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— Formaldehit+B10

N EET

Gruplar

Sekil 3.4. A549 akciger epitel hiicreleri iizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (B5), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin GSH diizeylerine etkisi.

Tablo 3.3. A549 akciger epitel hiicreleri tizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (B5), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin GSH diizeylerine etkisi

GRUPLAR GSH
(nmol/g protein)

Kontrol 20,77+0,94°

Formaldehit 10,73+1,09°

B2,5 15,84+1,97°

B5 14,78+1,29°

B10 18,53+1,14°

Formaldehit+B2,5 12,57+0,99°

Formaldehit+B5 12,15+1,66°

Formaldehit+B10 13,45+1,68°

Ortalama =+ standart sapma; n=9
a,b,c,d,e: Aym siitunda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak onemlidir
(p<0,001).
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3.5 Formaldehit ve Borik Asit Uygulamalarinin Hiicre Lizatlarinda SOD
Aktivitesi Uzerine Etkileri

A549 akciger epitel hiicrelerine borik asitin farkli konsantrasyonlar1 (2,5; 5 ve 10
mM) uygulanarak 12 saat inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyonu takiben hiicrelere
100 uM dozda formaldehit uygulanarak 4 saat siireyle maruz birakildi. Uygulamalar
sonucunda elde edilen hiicre lizatlarinin SOD diizeyleri Tablo 3.4 ve Sekilde 3.5’te
gosterildi. Buna gore tek basina formaldehit uygulamasinin SOD diizeylerini azalttig
tespit edildi (p<0,05). Formaldehit uygulamasi oOncesi borik asit uygulanan
hiicrelerde borik asit artan dozuna bagli olarak, formaldehit grubu ile kiyaslandiginda
SOD diizeylerinin anlamli olarak artti§1 belirlendi (p<0,05). Ayrica yalniz bagina
borik asitin 2,5; 5 ve 10 mM uygulanmasi sonucunda elde edilen SOD degerleri

kontrolle kiyaslandiginda degismedigi tespit edildi (p<0,05).

SOD
1.5+
B3 Kontrol
ab 2 = Formaldehit
£10{ ¥ b == B25
§ T ab il B5
> B b B s i B10
2 o5l o B 5% Formaldehit+B2,5
N = | @ Fomadenives
== 2] B3 Formaldehit+B10
0.0 ~l— %

Gruplar
Sekil 3.5. A549 akciger epitel hiicreleri tizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5

(B2,5), 5 (B5), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin SOD aktivitesi {izerine etkisi.
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Tablo 3.4. A549 akciger epitel hiicreleri tizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (B5), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin SOD aktivitesi iizerine etkisi

GRUPLAR SOD
(U/ng protein)

Kontrol 0,86+0,18%
Formaldehit 0,52+0,08"
B2,5 0,75+0,17%
B5 0,72+0,42%
B10 0,84+0,33°
Formaldehit+B2,5 0,58+0,10°
Formaldehit+B5 0,67+0,20%°
Formaldehit+B10 0,63+0,12%

Ortalama =+ standart sapma; n=9
a,b: Aym siitunda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak Onemlidir
(p<0,05).

3.6 Formaldehit ve Borik Asit Uygulamalarinin Hiicre Lizatlarinda CAT

Aktivitesi Uzerine Etkileri

A549 akciger epitel hiicrelerine borik asitin farkli konsantrasyonlari (2,5; 5 ve 10
mM) uygulanarak 12 saat inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyonu takiben hiicrelere
100 uM dozda formaldehit uygulanarak 4 saat siireyle maruz birakildi. Uygulamalar
sonucunda elde edilen hiicre lizatlarinin CAT diizeyleri Tablo 3.5 ve Sekil 3.6’da
gosterildi. Buna gore tek basina formaldehit uygulamasinin CAT diizeylerini 6nemli
bir sekilde azalttig: tespit edildi (p<0,001). Formaldehit uygulamas: 6ncesi borik asit
uygulanan hiicrelerde borik asit artan dozuna bagl olarak, formaldehit grubu ile
kiyaslandiginda CAT diizeylerinin arttig1 belirlendi (p<0,001). Ayrica yalniz bagina
borik asitin 2,5; 5 ve 10 mM konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucunda elde edilen

CAT degerleri kontrolle kiyaslandiginda azaldig: tespit edildi. (p<0,001).
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Gruplar

Sekil 3.6. A549 akciger epitel hiicreleri tizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2.5), 5 (B5), (B10) mM borik asit ve 100 pM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin CAT aktivitesine etkisi.

Tablo 3.5. A549 akciger epitel hiicreleri iizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (BS), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin CAT aktivitesi lizerine etkisi

CAT

GRUPLAR (nmol dk-1/ pg protein)
Kontrol 9,31+1,03%
Formaldehit 4,61+0,95"
B2,5 6,95:+0,64
B5 6,86+0,82°
B10 8,12+1,13"
Formaldehit+B2,5 5,16+0,57
Formaldehit+B5 5,77+0,98%
Formaldehit+B10 5,96+0,84%

Ortalama =+ standart sapma; n=9
a,b,c,d,e,f: Ayni siitunda farkl harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak dnemlidir
(p<0,001).
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3.7 Formaldehit ve Borik Asit Uygulamalarinin Medyum NO Diizeyine
Etkileri

A549 akciger epitel hiicrelerine borik asitin farkli konsantrasyonlar1 (2,5; 5 ve 10
mM) uygulanarak 12 saat inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyonu takiben hiicrelere
100 uM dozda formaldehit uygulanarak 4 saat siireyle maruz birakildi. Uygulamalar
sonucunda elde edilen medyum NO diizeyleri Tablo 3.6 ve Sekil 3.7°da gosterildi.
Uygulamalar sonucunda medyumda Olgiilen NO  diizeyleri  kontrolle
karsilastirildiginda borik asitin tek bagina (B10 grubu hari¢) ve formaldehitle birlikte
uygulanmasi sonucunda elde edilen degerlerin anlamli bir sekilde yiiksek oldugu

belirlendi (p<0,001). B-10 grubunda ise elde edilen NO degerlerinin kontrole yakin

oldugu tespit edildi.
NO
25+
a 5 a B3 Kontrol
= 20+ b T = E= Formaldehit
9 e B , BE= B25
§ 15- :E E 7 %994 mm B5
5 == % B10
E’ ol il = % Formaldehit+B2,5
= 5B = % 2 B Formaldehit+B5
= / Formaldehit+B10
0 = é | 4222

Gruplar
Sekil 3.7. A549 akciger epitel hiicreleri iizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5

(B2,5), 5 (BS), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin NO diizeyine etkisi.
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Tablo 3.6. A549 akciger epitel hiicreleri {izerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (B5), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin NO diizeyine etkisi

NO

GRUPLAR (umol/L protein)
Kontrol 17,01+1,61°
Formaldehit 19,52+1,37%
B2,5 19,23+0,94%
B5 18,57+1,25%
B10 17,17+1,50°
Formaldehit+B2,5 19,48+2,04°
Formaldehit+B5 19,46+0,80%
Formaldehit+B10 19,38+1,53%

Ortalama =+ standart sapma; n=9
%P Aym siitunda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak Snemlidir
(p<0,001).

3.8 Real-Time PCR ile Tnf-a Geninin mMRNA Ekspresyon Diizeyleri

Yapilan analizler neticesinde; Tnf-o geninin mRNA ekspresyon diizeyleri Tablo 3.7
ve Sekil 3.8’de gosterildi. Buna gore formaldehit uygulanan grupta Tnf-o’nin
ekspresyon diizeyinin 0,61+0,17 oldugu ve ekspresyonun arttig1 belirlendi (p<0,001).
Tek basina borik asit uygulanan gruplarda ise Tnf-a diizeylerinin ekspresyonlarinin
B2,5; 5 ve 10 grubunda sirasiyla 4,79+0,61; 2,04+0,48; 2,06+0,42 kat azaldigi
belirlendi. Bununla birlikte formaldehit ve borik asitin 2,5; 5 ve 10 uygulandigi
gruplarda ise sirasiyla -2,07+0,53; -0,64+0,10; -0,74+0,12 kat azaldigi, ozellikle
Formaldehit+B2,5 grubunda digerlerine gore daha fazla azaldigi belirlendi
(p<0,001).
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Sekil 3.8. A549 akciger epitel hiicreleri iizerine 100 pM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (BS), (B10) mM borik asit ve 100 pM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (BS) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin Tnf-a gen ekspresyon diizeyine etkisi.

Tablo 3.7. A549 akciger epitel hiicreleri iizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (B5), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin Tnf-a gen ekspresyon diizeyine etkisi

Tnf-a geninin
mRNA ekspresyonlarindaki degisimler
GRUPLAR
(misli olarak, +:Uyarilma, -:Baskilanma)

Kontrol +1,00+0,00%
Formaldehit +0,61+0,17"
B2,5 -4,79+0,61°
B5 -2,04+0,48°
B10 -2,06+0,42°
Formaldehit+B2,5 -2,07+0,53°
Formaldehit+B5 -0,64+0,10°
Formaldehit+B10 -0,74+0,12°

Ortalama =+ standart sapma; n=9
abed Ayni siitunda farkh harfleri tagiyan degerler istatistiksel olarak Snemlidir
(p<0,001).
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3.9 Real-Time PCR ile NFkB Geninin mRNA Ekspresyon Diizeyleri

Yapilan analizler neticesinde; NFkB geninin mRNA ekspresyon diizeyleri Tablo 3.8

ve Sekil 3.9’da gosterildi. Buna gore formaldehit uygulanan grupta NFxB’nin

ekspresyon diizeyinin 0,64+0,05 oldugu ve ekspresyonun arttig1 belirlendi (p<0,001).

Tek basina borik asit uygulanan gruplarda ise NFkB diizeylerinin ekspresyonlarinin

B2,5; 5 ve 10 grubunda sirasiyla 0,57+0,07; 0,49+0,11; 0,62+0,06 kat artirdig

belirlendi.

gruplarda

(p<0,001).

1.5+

Gen Ekspresyon Duzeyleri

NFKB

Gruplar

7
NN

N N
REANEMEE

Bununla birlikte formaldehit ve borik asitin 2,5; 5 ve 10 uygulandigi
ise strastyla 0,49+0,10; 0,54+0,07; 0,61+0,12 kat artirdigr belirlendi

Kontrol
Formaldehit

B2,5

B5

B10
Formaldehit+B2,5
Formaldehit+B5
Formaldehit+B10

Sekil 3.9. A549 akciger epitel hiicreleri {izerine 100 pM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (BS), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve

10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin NFkB gen ekspresyon diizeyine etkisi.
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Tablo 3.8. A549 akciger epitel hiicreleri tizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (B5), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin NFkB gen ekspresyon diizeyine etkisi

NFkB geninin
mRNA ekspresyonlarindaki degisimler
GRUPLAR
(misli olarak; +:Uyarilma)
Kontrol +1,00+0,00%
Formaldehit +0,64+0,05"
B2,5 +0,57+0,07°%
B5 +0,49:+0,11°
B10 +0,62+0,06°
Formaldehit +B2,5 +0,49+0,101
Formaldehit +B5 +0,5440,07
Formaldehit+B10 +0,61+0,12°°

Ortalama =+ standart sapma; n=9
abed Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak Snemlidir
(p<0,001).

3.10 Real-Time PCR ile Bcl-XL Geninin mRNA Ekspresyon Diizeyleri

Yapilan analizler neticesinde; Bcl-XL geninin mRNA ekspresyon diizeyleri Tablo
3.9 ve Sekil 3.10°da gosterildi. Buna gore formaldehit uygulanan grupta Bcl-XL nin
ekspresyon diizeyinin 0,69+0,15 oldugu ve ekspresyonun arttig1 belirlendi (p<0,001).
Tek basina borik asit uygulanan gruplarda ise Bcl-XL diizeylerinin ekspresyonlarinin
B2,5; 5 ve 10 grubunda sirasiyla 0,77+0,16; 0,78+0,13; 0,74+0,10 kat artirdig
belirlendi. Bununla birlikte formaldehit ve borik asitin 2,5; 5 ve 10 uygulandigi
gruplarda ise sirasiyla 0,55+0,16; 0,69+0,1; 0,82+0,14 kat artirdig1 belirlendi. Tek
basina borik asit ve borik asit ile formaldehit uygulanan gruplarda Bcl-XL
diizeylerinin kontrolle kiyaslandiginda ekspresyonlarinin azaldigi tespit edildi

(p<0,001).
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Kontrol
Formaldehit
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B10
Formaldehit+B2,5
Formaldehit+B5
Formaldehit+B10

Sekil 3.10. A549 akciger epitel hiicreleri iizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (BS), (B10) mM borik asit ve 100 pM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (BS) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin Bcl-XL gen ekspresyon diizeyine etkisi.

Tablo 3.9. A549 akciger epitel hiicreleri tizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (BS), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin Bcl-XL gen ekspresyon diizeyine etkisi

Bcl-XL geninin
mRNA ekspresyonlarindaki degisimler
GRUPLAR
(misli olarak; +:Uyarilma)

Kontrol +1,00+0,00°
Formaldehit +0,69+0,15"
B2,5 +0,77+0,16"
B5 +0,78+0,13°
B10 +0,74+0,10°
Formaldehit+B2,5 +0,55+0,16°
Formaldehit+B5 +0,69+0,13"
Formaldehit+B10 +0,82+0,14"

Ortalama =+ standart sapma; n=9

abc: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak onemlidir

(p<0,001).
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3.11 Real-Time PCR ile ve Kaspaz-3 Geninin mRNA Ekspresyon Diizeyleri

Yapilan analizler sonucunda; kaspaz-3 geninin mRNA ekspresyon diizeyleri Tablo

3.10 ve Sekil 3.11’de gosterildi. Buna gore formaldehit uygulanan grupta kaspaz-

3’lin ekspresyon diizeyinin 2,92+0,44 oldugu ve ekspresyonun arttig1 belirlendi

(p<0,001). Tek basma borik asit uygulanan gruplarda ise kaspaz-3 diizeylerinin
ekspresyonlarinin B2,5; 5 ve 10 grubunda sirasiyla 0,59+0,10; 0,53+0,11; 0,49+0,10

kat artirdigi belirlendi. Bununla birlikte formaldehit ve borik asitin 2,5; 5 ve 10

uygulandig1 gruplarda ise sirasiyla 2,17+0,44; 2,17+0,42; 2,22+0,14 kat artirdig

belirlendi (p<0,001).
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Sekil 3.11. A549 akciger epitel hiicreleri lizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (BS), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve

10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyine etkisi.
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Tablo 3.10. A549 akciger epitel hiicreleri tizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (B5), (B-10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5), 5 (B5) ve
10 (B10) mM dozda uygulanan borik asitin kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyine etkisi

Kaspaz-3 geninin
mRNA ekspresyonlarindaki degisimler
GRUPLAR
(misli olarak; +:Uyarilma)

Kontrol +1,00+0,00°
Formaldehit +2,92+0,44%
B2,5 +0,59+0,10°
B5 +0,53+0,11°
B10 +0,49+0,10°
Formaldehit+B2,5 +2,17+0,44°
Formaldehit+B5 +2,17+0,42°
Formaldehit+B10 +2,22+0,14°

Ortalama =+ standart sapma; n=9

ab.ed: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan degerler istatistiksel olarak Onemlidir
(p<0,001).
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Sekil 3.12. A549 akciger epitel hiicreleri lizerine 100 uM dozunda formaldehit, 2,5
(B2,5), 5 (BS), (B10) mM borik asit ve 100 uM formaldehit + 2,5 (B2,5),
5 (B5) ve 10 (B10) mM dozda borik asit uygulamasi sonucu Tnf-a, NFkB,
Bcl-XL, kaspaz-3 ve p-aktin genlerinin ekspresyon diizeylerinin jel-

elektroforez goriintiisii.
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4. TARTISMA

Formaldehit endistriyel alanda yaygm kullanilan bir kirletici olup kontraplak,
kaplama, sunta, yalittm malzemeleri, ofis mobilyalari, boya ve plastik malzeme gibi
pek ¢ok iirlinlin yani sira hastane ve laboratuarlarda da yaygin kullanima sahip olan
bir kimyasaldir (Krakowiak ve ark., 1998; Flo-Neyret ve ark., 2001, Usanmaz ve
ark., 2002; Dangxia ve ark., 2011). Formaldehit ¢ok reaktif bir bilesik oldugu i¢in
kolaylikla her ortamda gaz haline doniisebilmekte, oda sicakliginda dahi ugucu hale
gecerek zararli etkilere neden olmakta hatta diisiik dozlarda bile toksik etkilere yol
acmaktadir (Smith, 1992; Feron ve ark., 1991). Solunum yolu epitel hiicrelerinin
hasar1 ve fonksiyon kaybi sonucu akciger hasar1 meydana gelmektedir. Meydana
gelen doku hasari biiyiime faktorleri ve sitokinlerin iiretimini tetikleyerek hiicre igi
sinyal yolaklarimi aktive etmektedir (Kheradmand ve ark., 1994; Geiser ve ark.,
2000). Oksidanlar ve antioksidanlar protein fonksiyonlarini degistiren énemli sinyal
molekiilleri olarak kabul edilmektedir. Antioksidanlar, serbest radikallerin
olusturabilecegi hasarlar1 ortadan kaldirarak veya en aza indirerek, radikal olusum
mekanizmalarimi Onleyerek, tretilen radikalleri stipiirerek, hiicre veya dokularda
olusan tahribati onararak hiicre, doku ve viicut savunmasmi saglamaktadir
(Gutteridge, 1995). Yapilan arastirmalarla bor bilesiklerinin antioksidan sistemi ve
temel metabolik parametreleri olumlu yonde destekledigi belirlenmistir (Tiirkez ve
ark., 2007b; Ince ve ark., 2010; 2012; 2014; Kiigiikkurt ve ark., 2015). Fizyolojik
miktarlarda diyetle alinan bor, insan ve hayvanlarin metabolizma faaliyetlerinde

yararl bir etkiye sahiptir (Hunt ve Idso, 1999).

Yapilan tez ¢alismamizda A549 hiicre canlilig iizerine formaldehit ve borik
asitin etkisi degerlendirildiginde formaldehit grubunun hiicre canliiginin diisiik
oldugu, buna karsin borik asit uygulamasmin canlilik oranlarini artirdigr belirlendi.
Calismamizla benzer sonuglar elde eden Lim ve ark. (2010), 24 saat boyunca 0,1-
100 mM formaldehite maruz biraktiklar1 A549 hiicrelerinde formaldehitin artan
dozlarma bagli olarak %80’e varan oranda hiicre canliliginin azaldigim

belirtmislerdir. Speit ve ark. (2008) insan akciger hiicre hatti A549 ve nazal epitel
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hiicrelerinde formaldehitin genotoksik etkisini aragtirdiklar1 ¢aligmada; 1 saat siireyle
5-50 uM formaldehite maruz birakilan A549 hiicrelerinde, koloni olusturma
yeteneginin 20 ve 50 uM formaldehit uygulamasinda belirgin olarak azaldigini,
hiicre sayilarinin ve gelisiminin de 200 uM formaldehit uygulamasi sonucunda
inhibe oldugunu belirtmislerdir. Formaldehitin in-vitro sitotoksik etkisinin A549
akciger epitel hiicrelerinde ve HepG2 hepatokarsinoma hiicrelerinde arastirildig
baska bir ¢alismada; 1 ve 4 saat boyunca 10 ppm (12,3 mg/m®)’in altinda uygulanan
formaldehitin hiicreler lizerindeki etkisi belirlenmis ve buna gore HepG2 hiicre
canliliginin %50’nin altinda oldugu (%31,69/1,24) bu hiicrelerin (ICs50/103,799/23,55
mg/L) formaldehite A549 epitel akciger hiicrelerinden (1Cs0/198,369/9,54 mg/L)
daha duyarli oldugu belirtilmistir. Calisma sonunda formaldehit ve benzeri
kontaminantlarin kiiltiir medyumlarinda toksisite degerlendirmesinin
gerceklestirilmesinde uygun yontemlerden biri oldugu vurgulanmistir (Bakand ve
ark., 2005). 100-500 uM dozlarda borik asitin HeLa hiicreleri iizerindeki etkisinin
arastirlldigi bir ¢alismada (Park ve ark., 2004) borik asitin diisik dozlarda
kullaniminda hiicre proliferasyonlarini artirdigi halde yiiksek doz olan 1000 pM
miktarinda ise proliferasyonu inhibe ettigi ve borun hiicre gelisiminde sinyal
yolaklar1 tizerinden etki gosterebilecegi bildirilmistir. Kahraman ve ark. (2013)’nin
insan amniyotik epitelyal hiicre hatlarinda CCL 62 (HeLa Kontaminant) farkli bor
bilesiklerinin olast sitotoksik ve genotoksik etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada borik
asitin hiicre iremelerini baskilamadig1 hiicre proliferasyonu artirdigi, boraks
pentahidratin kismen baskiladigi ve disodyum pentaborat dekahidratin 6zellikle
yiiksek dozlarinda (500 puM-1000 uM) hiicre proliferasyonunu etkin bir sekilde
azalttigr bildirilmistir. Giliven (2009) yaptigr bir ¢alismada borik asitin yenidogan
sigan yavrulariin beyin korteks hiicrelerinin ko-kiiltiirlerinde MTT canlilik testi
uygulayarak, ndrotoksisiteye yol acan glutamat (10'5 M) {lizerine etkisini aragtirmis,
calisma sonunda borik asitin 1; 2,5; 5; 7,5 ve 10 mg/L dozlarinda glutamat ile olusan

norotoksisiteyi azalttig 6zellikle 7,5-10 mg/L dozlar en etkili oldugunu belirtmistir.

Bu tez ¢alismamizda 4 saat siiresince 100 uM formaldehit uygulanan A549
hiicrelerinin canliliginin azaldigi buna karsin borik asit sonras1 formaldehit verilen

gruplarda canliligin yiiksek seviyede oldugu ayrica, tek basina borik asit uygulanan
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gruplarda ise canliligin daha yiiksek oldugu belirlendi. Bu durum borik asitin tek
basina hiicre canliligl iizerinde olumsuz etki yaratmadigini bununla birlikte
formaldehit ile olusan hiicre oliimiine karst koruyucu etkiye sahip oldugunu

gostermektedir.

Oksidatif stres, serbest radikallerin hiicre i¢i iiretimi ve hiicresel savunma
mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikar ve olusan ROS
bir¢ok biyolojik molekiile dzellikle DNA’ya, proteinlere ve lipidlere zarar verir (Cai
ve ark., 1997; Ince ve ark., 2010). ROS hiicre membranindaki lipidlerin okside
olmasina yol acar ve sonugta hiicre membran biitiinliigii bozulur (Halliwell ve
Gutteridge, 1990). Formaldehitin LPO’da etkilerinin arastirildigi  in-vitro
calismalarda; Lim ve ark. (2010) 24-48 saat boyunca 0,1-100 mM formaldehite
maruz biraktiklart A549 hiicrelerinde formaldehitin artan dozlarina bagl olarak LPO
diizeylerinin 6nemli derece arttigin1 belirtmislerdir. A549 akciger hiicre hattina 100
uM formaldehit 4 saat siiresince uygulanmasi sonucu MDA diizeylerinin arttig1,
buna karsin formaldehit uygulamasi 6ncesi 1,25; 2,5; 5,0 ve 10,0 mg/L selenyum
verilen hiicre hatlarinda selenyumun artan diizeylerine bagli olarak MDA diizeyinin
onemli derecede azaldigi ifade edilmistir (Shi ve ark., 2014). Ciftci ve ark.
(2015)’nin formaldehitin etkisini arastirdigi bir in-vivo ¢alismada, ratlara 15 giin
boyunca intraperitoneal yol ile 9 mg/kg dozda formaldehitin uygulanmasi ile
hayvanlarin serumlarinda MDA diizeylerinin énemli Slglide yiiksek bulundugunu
ifade etmislerdir. Buna karsin formaldehit ile birlikte gavaj yolu ile uygulanan 100
mg/kg miktardaki kurkuminin (zerdegal) serum MDA diizeylerini azalttig
bildirilmistir. Elkomy ve ark. (2015) diyete bor ilavesinin yetigkin tavsan semen
parametrelerine etkisini arastirdiklar1 bir caligmada 20 tavsani her bir grupta 5 adet
olacak sekilde, kontrol grubu, 17,5; 35 ve 70 mg/kg bor olarak 4 gruba ayirmislar ve
diyete bor kaynagi olarak borik asit eklenen gruplarda MDA diizeyinin onemli
Olgiide azaldigi ancak ejakulat miktarinin degismedigini bildirmislerdir. Zhang ve
ark. (2013) A549 akciger hiicrelerini kurkumin ile 12 saat inkiibe ettikten sonra 4
saat stliresince 100 uM formaldehiti uyguladiklart calismada formaldehit
uygulamasiin akciger hiicre hattinda MDA diizeyini artirdigimi ifade etmislerdir.

Benzer sekilde bizim ¢alismamizda 4 saat siiresince 100 uM formaldehit uygulanan
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A549 hiicrelerinde MDA diizeylerini arttigi, borik asit sonrasi formaldehit
uygulandig1 gruplarda ise MDA diizeylerinin azaldig1 belirlendi. Buna gore, artan
LPO’ya kars1 borun antioksidan etki (ince ve ark., 2014; Celikezen ve ark., 2015;
Tirkez ve ark., 2016) gostererek MDA diizeylerini azalttig1 sdylenebilir.

Horton ve ark. (1997) yaptiklar1 bir ¢alismada doymamis bir aldehit olan
akroleinin etkisini A549 insan akciger adenokarsinoma hiicrelerinde denemisler,
akrolein (6,7 fentomol/hiicre) uygulamasimi takiben 2 saat sonra hiicre GSH
diizeylerinin %34 azaldig1 ve 47 fmol/hiicre diizeyinde uygulanmasinda ise %65
azaldig1 ifade edilmistir. Manyetik goriintiileme sisteminde, ila¢ gelistirmelerinde ve
hiperthermia gibi bir¢cok alanda uygulanan nikelferrit nanopartikiillerinin A549 hiicre
hattinda etkisi arastirilmis, nikelferrit nanopartikiillerinin 24 saat boyunca 100 pg/ml
uygulamanin sitotoksisiteye yol ac¢tig1, oksidatif stres ve apoptozisi indiikledigi, artan
ROS miktarina bagli olarak antioksidan GSH’1n tiikendigi bildirilmistir (Ahamed ve
ark., 2011). Bu ¢alismamizda, formaldehit grubunda lipid peroksidasyonda artis ve
GSH’da tiikenme gozlenmistir. Bu durum, formaldehit grubundaki LPO’da gbzlenen
artis ile birlikte gozlenen GSH seviyesindeki azalma GSH depolarinin tiikenmesinin
bir sonucu olabilir. Formaldehit uygulamasi yapilan A549 hiicrelerinde doza bagh
borik asit uygulamasinin GSH seviyelerini artirdigi gézlenmistir. Bu durum borik
asitin hiicreler arasindaki peroksidaz aktivitesini azaltmasindan kaynaklanmis
olabilir. Aym zamanda, Ince ve ark. (2010; 2012) yaptiklari ¢aligmalarla da ratlarda

bor uygulamasinin indirgenmis GSH aktivitesini indiikledigini gostermislerdir.

Antioksidan enzimler olan SOD ve CAT, reaktif oksijen tiirlerinin ortadan
kaldirilmasinda goérevlidir. SOD enzimi siiperoksit radikallerinin yok edilmesi i¢in
gerekli reaksiyonlar1 katalize etmektedir. SOD enzimi sitoplazmada, mitokondri
zarlar1 arasinda ve mitokondri matriksinde bulunur (Fridovich, 1997). SOD oksidatif
strese karst savunmada Oonemli bir role sahiptir (Bukowska and Kowalska, 2004).
CAT, H,0,’yi ortadan kaldirmada gorev alan enzimlerden biridir. CAT genel olarak
peroksizomlarda bulunur ve iki H;O, molekiiliinii reaksiyona sokarak su ve O
olusumunu saglar (Cederbaum ve Dey, 2006). Shi ve ark. (2014) yaptiklart in-vitro
bir ¢alismada A549 akciger hiicre hattina 100 uM formaldehiti 4 saat siiresince
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uygulanmasi sonucu SOD ve GSH-Px diizeylerinin azaldig1, buna karsin formaldehit
uygulamasi oncesi 1,25; 2,5; 5,0 ve 10,0 mg/L selenyum verilen hiicre hatlarinda
selenyumun artan diizeylerine bagl olarak SOD ve GSH-Px diizeylerinin 6nemli
derecede arttig1 ifade edilmistir. A549 akciger hiicreleri DMEM medyumda 2,5; 5,0;
10,0 ve 20,0 mgl™ konsantrasyonlarinda ¢ozdiiriilen kurkumin ile 12 saat
inkiibasyonu takiben 4 saat siiresince 100 uM formaldehit uygulanan g¢alismada,
formaldehit uygulanan gruplar kontrolle kiyaslandiginda SOD ve  GSH-Px
aktvitelerinin belirgin olarak azaldigi belirtilmistir (Zhang ve ark., 2013). Wang ve
ark. (2013) 30 adet Sprague-Dawley disi rat1 3 gruba ayirarak, sirasiyla 0 (kontrol);
0,5; 2,46 mg/m® formaldehiti inhalasyon yoluyla 60 giin siiresince uyguladiklari
caligmada formaldehitin ovaryum dokusunda doza bagl etki gosterdigini
belirlemisler. Calismada gruplar kontrolle kiyaslandiginda SOD aktivitesinin belirgin
olarak azaldigi belirtilmistir. Pseudomonas aeruginosa tarafindan firetilen
piyosiyaninin A549 insan alveolar ve normal bronsiyal epitel hiicreleri {izerine
etkisinin arastirildigi caligmada; her iki hiicre tipinde CuZnSOD ve MnSOD
diizeylerinin degismedigi fakat 24 saat 0-100 uM piyosiyanin uygulamasinin artan
dozlarina bagli olarak CAT aktivitesinin ve protein igeriginin 6nemli derecede
azaldigi, aynm1 zamanda katalaz mRNA diizeylerinin de azaldigir bildirilmistir
(O'Malley ve ark., 2003). Hatcher ve ark. (1995)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada A549
hiicre hattina 13 giin boyunca kadmiyum (0-40 pM) uygulanmasi sonucunda hiicre
GSH diizeylerinde anlamli bir azalma tespit etmislerdir. Buna karsin antioksidan
enzimlerin (GSH-Px, SOD, CAT ve glutatyon rediiktaz) bu uygulamadan
etkilenmedigi belirtilmistir. Yapilan bu tez ¢alismamizda benzer sekilde 4 saat
siiresince 100 uM formaldehit uygulanan A549 hiicrelerinde SOD ve CAT
diizeylerinin azaldigi, borik asit uygulamsindan sonra formaldehitin uygulandigi
gruplarda ise bu diizeylerin arttig1 belirlendi. Formaldehit grubunda, SOD ve CAT
diizeylerinin diisiik olmasi oksidatif stresin artisina bagli olarak bu enzimlerin
tilkenmesi ile iliskili olabilir. Formaldehit ile borik asit verilen gruplarda SOD ve
CAT aktivitelerinin formaldehit grubuyla kiyaslandiginda yiikseldigi tespit edildi. Bu
durum, borun artan dozuna bagli olarak bu enzimlerin aktivitesini siirdiirme ve
yenileme yetenegi kazandirmasina (Ince ve ark., 2010; 2012; 2014; Tirkez ve ark.,

2016) bagli olabilir.
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Temel haberci maddelerden biri olan NO, nitrik oksit sentaz enziminin katalize
ettigi tepkimeyle L-arjinin‘den iiretilmektedir. Uretilen bu madde hiicre membranini
gecerek demir ve/veya siilfiir igeren proteinlere baglanir (Ignarro, 1990; Araujo Dos
Reis ve ark., 2002). NO, noronlarda ve damar diiz kas hiicre membraninda bulunan
guanilat siklazi aktive ederek sinirlerden uyar1 geg¢isi ve damar dilatasyonu gibi
fonksiyonlarin gerceklesmesinde rol alir (Snyder, 1992). Giinay ve ark. (2016)
yaptiklar1 bir ¢alismada benzoapyren (20 uM) uyguladiklari A549 hiicrelerinde
kuarsetin (10 uM), damnacanthal (50 uM) ve proanthosiyanidin (50 pg/ml)
etkinlikleri arastirnllmistir. 48 saatlik benzoapyren uygulamas: sonucunda, A549
hiicrelerinde NO diizeylerinin arttigi buna karsin kuarsetin, damnacanthal ve
proanthosiyanidin uygulamasi ile NO diizeylerinin azaldig: ifade edilmistir. Yapilan
benzer bir caligmada timokinon (5 puM), kafeik asit fenil ester (2 pg/ml) ve
resveratroliin (10 uM) NO iizerine etkilerini 24 saat benzoapyrene (20 uM) maruz
birakilan A549 hiicrelerinde incelemigler, benzoapyren ile muamele edilen hiicre
lizatlarmn NO degerinin yiiksek oldugu diger maddelerin uygulanmasi ile NO
degerinin azaldig1 tespit edilmistir (Ulasli ve ark., 2013). Bizim ¢alismamizda ise
kontrol ve B10 grubunda NO diizeylerinin azaldig1 belirlenmis, buna karsin diger
gruplarda NO diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir. Bu durum yiiksek miktarda borik
asit uygulamasimin hiicrelerde olusan oksidatif hasara karsi NO olusumunu
baskilayabilecegini ve bunun borun ve bu durum borun antioksidan etkisinden
kaynaklanabilecegini gosterir. Ayrica formaldehit, borun diisiik diizeylerde ve
formaldehit ile uygulandigi gruplarda NO’nun artis1 formaldehit ve borun hiicre

tizerine olan direkt etkisinden kaynaklanabilir.

NFxB, Tnf-o’nin anahtar mediyatoridiir. Yanginin 6nlenmesi ve yangisal
hastaliklarin tedavisel yaklasiminda Onemli hedef noktalardan birisidir (Beg ve
Baltimore, 1996). NFxB hiicre proliferasyonu ve tiimor gelisiminin diizenlenmesinde
yer almaktadir (Ansari ve Das, 2010). Tnf-a hiicresel immun cevaptan sorumlu
polipeptid yapida bir mediyatdrdiir (Bevelaequa ve ark., 1989). Ayn1 zamanda Tnf-o
in-vitro insan kanser hatlarinda hiicre 6limii ve hiicre gelisiminin baskilanmasi
tizerine direkt etkiye sahiptir (Sugarman ve ark., 1985; Old, 1985). Tnf-a’nin

sitotoksik etkisi, serbest radikal tiretimi, DNA fragmentasyonu ve mikrotubiillerin
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zarar gormesi ile iligkilidir (Matthews ve ark., 1988; Neale ve ark., 1988). Hiicre
hatlar1 oksidatif hasara direnglidir, bunu da Tnf-a’nin sahip oldugu serbest radikal
tamponlama kapasitesi sayesinde gostermektedir (Zimmerman ve ark., 1989). Tnf-a
ve yaygin olarak kullanilan kemoterapotik ajanlar, NFkB'ye bagimli yolak araciligi
ile Bel-x ve/veya Bfl-1/A11 up regiile ederler. A549 hiicreleri, hem Tnf-a’ya hem de
kemoterdpotik ajanlarin sitotoksik etkilerine direnglidir, NFxkB’nin aktivasyonu
A549 hiicrelerini her ikisine (Tnf-o ve kemoterdpotik ajanlara) karsi duyarli hale
getirir (Cheng ve ark., 2000). Shi ve ark., (2014) yaptiklar1 in-vitro bir ¢alismada
AS549 akciger hiicre hattina 4 saat siiresince 100 uM formaldehit uygulanmasi sonucu
Western Blot analizi ile incelenen NFkB ve AP-1 gen ekspresyon diizeylerinin
arttigini, buna karsin formaldehit uygulamasi oncesi 1,25; 2,5; 5,0 ve 10,0 mg/L
selenyum ile 6n inkiibasyona maruz birakilan hiicre hatlarinda selenyumun artan
diizeylerine bagli olarak genlerin ekspresyonunu onemli derecede azalttigi ifade
edilmistir. Zhang ve ark. (2013) A549 akciger hiicreleri ile yaptiklart ¢aligmada,
kurkumini DMEM medyumda (2,5; 5,0; 10,0 ve 20,0 mgl™ konsantrasyonlarda)
¢cozdiiriip 12 saat inkiibasyon uygulamasini takiben 4 saat siiresince 100 pM
formaldehit maruziyetinde, Western Blot analizi ile inceleme sonucunda formaldehit
uygulanan gruplarin NFkB, p65 ve AP-1 ekspresyon diizeylerini artirdigini (p<0,05),
ancak kurkumin ile 6n inkiibasyonunun bunu belirgin bir sekilde engelledigini
(p<0,05) belirtmislerdir. Kemoterdpatik bir ajan olan bleomisinin farelere toplamda 2
linite intratraheal olarak uygulandigi 15 giinlik bir calismada, bleomisin ile
indiiklenen pneumopathi ve fibrosis olgusunda akciger dokusunda Tnf-a mRNA
ekspresyon diizeyleri arastirtlmis ve lokal Tnf-o {iretimine bagli olarak mRNA
ekspresyon diizeylerinin  arttigi  bildirilmistir  (Piguet ve ark., 1989).
Oligosakkaritlerle konjiige gallik asitin (gallate-COS) insan akciger A549 hiicre
hatlarinda antiinflamatuar ve serbest radikalleri siipiiriicii etkisinin aragtirildig:
calismada, gallate-COS’un yiiksek derecede siipliriicii etkisi ve HpO, ile ile
indliklenen DNA hasarina karst koruyucu etkisi tespit edilmistir. Ayrica,
lipopolisakkarit uygulanan A549 hiicrelerinde gallate-COS’un COX-2 ekspresyon ve
PGE2 iiretimini baskilayict etki gosterdigi bununla birlikte yangisal reaksiyonla
olusan sitokinlerin (IL-8 ve Tnf-o) olusumunu inhibe ettigi bildirilmistir (Vo ve ark.,

2017). Yapilan benzer bir ¢alismada, lipopolisakkarit ile uyarilan akut akciger
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hasarinda kalsitriol ve aktif vitamin D’nin Tnf-a ve makrofaj inflamatuar protein-2
(MIP-2) tizerine etkileri arastirilmistir. Bunun igin farelere intraperitoneal yolla 1
mg/kg dozda lipopolisakkarit uygulanmis ve farelerde Tnf-a ve MIP-2 belirgin
olarak arttig1, buna karsin lipopolisakkarit ve 1 pg/kg (i.p.) Kalsitriol uygulanan
gruplarda ise kalsitrioliin NFkB’yi bloke ettigi tespit edilmistir (Tan ve ark., 2016).
You ve ark. (2017) yaptiklari bir ¢caligmada, anti kanser etki gosteren suberoylanilid
hidroksamik asitin (SAHA) saglikli ve kanser hiicrelerinde hiicre gelisimi iizerine
etkilerini arastirmiglar ve SAHA’nin saglikli akciger hiicrelerinde oliimii
tetiklemedigini belirtmiglerdir. Ayrica, SAHA uygulamasinin o6zellikle akciger
kanser hiicrelerinde Tnf-a reseptor-1’in -223/-29 promoter bolgesinin asetilasyonu
ile Tnf-o reseptor-1’in ekspresyon diizeyini artirdigi tespit edilmistir. Bir herbisit
olan parakuat ilacinin erkek ratlarda akciger hasari tizerine Tnf-a ile indiiklenen
protein-6’nin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada intraperitoneal olarak 50 mg/kg akut
parakuat uygulamasi sonrasinda proinflamatuar sitokinlerden IL-1B, IL-6 ve Tnf-
a’nin mRNA ekspresyon diizeylerinin arttigi, protein-6’nin ise bu durumu
engelledigi Xu ve ark. (2016) yapmis olduklari ¢alismada belirtmistir. Yapilan tez
calismamizda AS549 akciger hiicrelerine formaldehit uygulamasi sonucunda
inflamasyon genleri olan Tnf-o ve NFxB ekspresyonlarinin arttigi, borik asit
uygulamasi ile Tnf-a (6zellikle 2,5 mM dozda) ve NFkB (6zellikle 5 mM dozda)
ekspresyon diizeylerinin azaldigi belirlendi. Bu durum borun tek basina 6zellikle
diisiik dozlarda hiicrede olusan inflamasyon iizerine etkili oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte formaldehit ve borik asit uygulanan gruplarda bu genlerin
ekspresyonlarinin azaldigi tespit edildi. Bu durum borun antioksidan ve diger
farmakolojik etkilerine bagl olarak (Nielsen, 1994, 1997, 2008; Tirkez ve ark.,
2007b) oksidatif stresi azaltmasi ile birlikte inflamasyonu baskilamasindan

kaynaklanabilecegini akla getirmektedir.

Kaspazlar proteinlerin yapisindaki peptid baglarinin hidrolitik pargalanmasini
katalize ederler, DNA tamirinde rol alan proteinlerin parcalanmasindan ve niikleusta
DNA’y1 pargalayan Dnaz gibi enzimlerin aktive olmasindan da sorumludur (Geske
ve Gerschenson, 2001). Kaspazlar olarak bilinen protein ailesi apoptozisin erken

donemlerinde aktive olur apoptozda sonlandirict olarak gorev alan kaspazlardan biri
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de kaspazlar-3’tir. Kaspaz-3’iin gen ekspresyonu apoptoz altindaki hiicrelerde
artmaktadir (Springer ve ark., 1999; Nuttall ve ark., 2000; Lini ve ark., 2013).
Programli hiicre 6liimii bazi onkogen ve tiimor baskilayici genler tarafindan kontrol
edilmektedir. Omurgalilarda apoptozisi c-myc, p-53 ve Bcl-2 ailesine mensup genler
diizenlemektedir. Bcl-2 ailesinde yer alan, anti-apoptotik proteinlere mensup olan
Bcl-XL proteinleri hem apoptozisi hem de otofajiyi inhibe edebilmektedirler
(Pythoud ve ark., 2015; Annamalai ve ark., 2015). Bunlarin yani sira Minn ve ark.
(1997)’de yaptiklar1 bir ¢alisma sonucunda Bcl-XL’nin intraseliiler membran
permeabilitesini  diizenleyerek hiicre canlilifint  kontrol edebilecegini ifade
etmiglerdir. Lim ve ark. (2010) 24 saat boyunca 0,1-100 mM formaldehite maruz
biraktiklar1 A549 hiicrelerinde formaldehitin apoptozis ile iliskili peroksiredoksin-2
(Prx-2) protein diizeylerini arastirmiglardir. Normal sartlarda Prx-2 geni
proapoptoziste rol oynayan Bax ve Bcl-2 ile birlikte apoptozisle iliski proteinlerin
(kaspaz-3, kaspaz-9 ve polipeptid polipolimeraz) ekspresyonlarinda onemli rol
oynamaktadir. Yapilan ¢alismada, A549 hiicreleri lizerine formaldehit uygulamasinin
Prx-2’nin ekspresyonunu azalttigr buna bagl olarak da apoptozisin arttigini tespit
etmislerdir. Cin’de alternatif tipta silikozis ve artiritis tedavisinde yaygin kullanim
alan1 bulunan Stephania tetrandra bitkisinden izole edile edilen tetrandrin maddesinin
insan akciger karsinoma hiicrelerinde apoptotik ve hiicre gelisimi iizerine molekiiler
mekanizmalarin incelendigi ¢alismada; tetrandrin uygulamasinin doza bagli olarak
hiicre gelisimini baskilandig1 ve apoptotik sub-Glve G1 fazimi artirdigi ayrica Cdk
inhibitér p21°1 indiikledigi belirtilmistir. Bunun yaninda siklin D1 inhibisyonu ve
kaspaz-3 aktivasyonunun da olustugu gozlenmistir (Lee, ve ark.,, 2002).
Antiinflamatuvar, antioksidant ve antikanser etki gosteren kuarsetin (10 uM),
damnacanthal (50 uM) ve proanthosiyanidin (50 pg/ml) etkinlikleri benzoapyren
(20 uM) uygulamast yapilmis A549 hiicrelerinde aragtirilmistir. 48 saatlik uygulama
sonucunda, benzoapyren uygulanan AS549 hiicrelerinde laktat dehidrojenaz
seviyelerinin  yliksek oldugu, buna karsin kuarsetin, damnacanthal ve
proanthosiyanidin  uygulanan gruplarda IFN-gamma diizeylerinin azaldig
belirtilmistir. Calismada IL-1B ve Tnf-a diizeylerinin kuarsetin ve proanthosiyanidin
uygulamasi ile 6nemli derecede azaldigi bildirilmistir. Kuarsetin ve damnacanthal

uygulamasinin  apoptotik genlerin (Bax, p21, TRAIL-R1 ve TRAIL-R2)
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ekspresyonlarin1 up-regiile ettigi buna karsin anti-apoptotik gen (Bcl-2, NF-xB,
IKK1, cyclin-D1) ekspresyonlarini down-regiile ettigi tespit edilmistir. Caligmanin
sonunda bu maddelerin benzoapyren maruziyetine karsi inflamasyon cevaplarini
azalttig1r vurgulanmistir (Giinay ve ark., 2016). Ulasli ve ark. (2013) yaptiklar1 bir
calismada 24 saat benzoapyrene (20 puM) maruz birakilan A549 hiicrelerinde
timokinon (5 puM), kafeik asit fenil ester (2 pg/ml) ve resveratroliin (10 uM)
inflamasyon belirtegleri, oksidatif stres parametreleri protein mRNA ekspresyon
diizeyleri ve hiicre canlilik {izerine etkilerini aragtirmiglar, etkisi arastirilan
maddelerin hiicrelere 48 saatlik uygulamasi sonucunda timokinon ve kafeik asit fenil
ester uygulanan hiicrelerde Bax’in up-regiile oldugu ancak resveratrol ve timokinon
uygulanan gruplarda ise Bcl-2’nin down regiile oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte timokinon uygulanan gruplarda ise p21’in belirgin olarak up-regiile oldugu
tespit edilmistir. Resveratrol ve timokinon uygulanan gruplarda ise NFkB gen
ekspresyonun baskilandig1 gézlenmistir. Zerin ve ark. (2015) yaptiklar1 bir calismada
noronal SK-N-SH hiicrelerine 12 saat siiresince uygulanan formaldehitin
(400 pg/mL) oksidatif stres ve apoptozis iizerine etkilerini arastirmislardir. Oksidatif
stresin  formaldehit uygulamasini takiben 2’inci saatte indiiklendigini
gozlemlemislerdir. Bununla birlikte artan konsantrasyona bagli olarak formaldehit
uygulamasimin kaspaz-3, 7 ve 9 aktivitesini artirdifin1 belirlemiglerdir. Yapilan
caligmalardan elde edilen verilere benzer olarak, yapilan tez ¢alismasinda A549
akciger hiicrelerine formaldehit uygulamasi sonucunda kaspaz-3 gen ekspresyonun
arttigi, tek basma borik asit uygulanan gruplarda ise kaspaz-3 gen ekspresyon
diizeylerinin azaldigi belirlendi. Bu durum ise borun tek basina hiicrede olusan
apoptozisi engelledigini gostermektedir. Borik asit uygulamasindan sonra
formaldehit uygulanan gruplarda ekspresyon diizeylerinin formaldehit grubuna gore
azaldig1 belirlendi. Bu durum borun azalan oksidatif stres ve inflamasyonla birlikte
apoptozisin artisin1 engelledigini  géstermektedir. Ayrica, Bcl-XL geni gruplar
arasinda onemli bir degisiklik gostermemekle birlikte sadece 2,5 mM borik asit
uygulamasindan sonra formaldehitin uygulandigi grupta Bcl-XL ekspresyonun
azaldigi gozlendi. Bu durum, diisiik dozda borik asit uygulamasi inflamasyonu

azaltmakta ve buna bagl olarak gelisen apoptozisin azalmasina sebep olarak
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antiapoptotik gen olan Bcl-XL nin ekspresyonunun da azalmasina yol acabilecegini

gostermektedir.
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5. SONUC

Insan A549 akciger hiicre hatlarina 12 saat borik asit (2,5; 5 ve 10 mM) ve bunu

takiben 4 saat formaldehit (100 uM) uygulamasi sonrasinda elde edilen sonuglar;

e Formaldehit uygulamasi ile hiicre canliliginin azaldigi, buna karsin borik asit

uygulamasinin hiicre canliligini artirdigi,

e Formaldehit uygulamasi sonucunda lipid peroksidasyon belirteci olan
MDA’nin arttig1 ve giiclii antioksidan etki gosteren GSH’1in azaldigi, borik

asit uygulamasinin formaldehit ile indiiklenen bu degerleri tersine ¢evirdigi,

e Formaldehit uygulamasi ile azalan hiicre i¢i enzim aktivitelerinin (SOD ve

CAT) borik asit uygulamasi ile arttigi,

e Formaldehit ve borik asitin uygulamasi sonucunda belirlenen NO

diizeylerinin degismedigi (B10 haric),

e Inflamasyonda rol oynayan Tnf-o. ve NFkB mRNA ekspresyon diizeylerinin
formaldehit uygulamasi sonrasi artis gosterdigi buna karsin borik asit

uygulamasi ile bu ekspresyonlarin azaldigi,

e Apoptotik genlerden kaspaz-3 mRNA ekspresyon diizeylerinin formaldehit
uygulamasi sonrasi artis gosterdigi buna karsin borik asit uygulamasi ile bu
ekspresyonlarin  azaldigi, antiapoptotik gen olan Bcl-XL’nin mRNA
ekspresyon diizeylerinin (formaldehit + B2,5 hari¢) ise degismedigi

belirlendi.

Ozet olarak, formaldehit maruziyeti sonucunda A549 epitel hiicrelerinde artan
lipid peroksidasyon, azalan antioksidan etki, inflamasyon ve apoptoziste etkili olan
genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin degisim gosterdigi, ancak borik asit
uygulamasimin bu olumsuz etkileri azalttig1 ifade edilebilir. Ayrica, elde edilen bu

sonuglarin yapilacak diger ¢alismalara kaynak teskil edebilecegi sonucuna da varildi.
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OZET

FORMALDEHIT KULLANILARAK DENEYSEL OKSIDATIF STRES
OLUSTURULAN A549 AKCIGER EPITEL HUCRELERINE FARKLI
DOZLARDA UYGULANAN BOR'UN KORUYUCU ETKINLIGININ
BiYOKIMYASAL VE MOLEKULER BiYOLOJIi TEKNIKLERI ILE
ARASTIRILMASI

Formaldehit yaygin olarak kullanilan suda ¢ok iyi ¢oziinen, renksiz, keskin kokulu
kuvvetli elektrofilik 6zelligi nedeniyle oldukg¢a reaktif bir bir aldehittir. Antiseptik,
dezenfektan, kozmetik sanayinde, seralarda, hayvancilikta, ahsap islemede, regine
tiretiminde, tipta, endiistriyel alanda, dis hekimliginde, laboratuvar malzemelerinin
tiretimi gibi bircok alanda formaldehit kullanilmakla birlikte, sigara dumaninda da

bulunur ve oksidatif strese yol agar.

Gelisen teknoloji ve tip ile birlikte saglik acisindan ¢esitli hastalik olgularinda
teshis ve tedavi amagh alternatif olarak bir¢cok maddenin kullanimi s6z konusu
olmaktadir. Bununla birlikte, tilkemizin zengin bor madeni ihtiva etmesi ve bunun
kullantminin arttirilmasi ile ekonomik agidan da olumlu katkilar saglanabilecektir.
Bu durumun da yapilan veya yapilacak calisma ve projelerle gergeklestirilmesi

bliylik 6nem arz etmektedir.

Bu tez caligmasinda, A549 akciger epitel hiicrelerinde formaldehit ile
olusturulan oksidatif streste borik asitin etkisini belirlemek amaciyla hiicre canlilik
testi (MTT), indirgenmis glutatyon (GSH), malondialdehid (MDA), siiperoksid
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) diizeyleri analiz edildi. Bunlara ilaveten olusan
inflamasyonda borik asitin etkisini belirlemek amaciyla B-aktin, Tnf-o, kaspaz-3,
Bcl-XL ve NFkB genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri molekiiler olarak
arastirildi. Bu amacla, A549 hiicre hatlar1 12 saat borik asit 2,5;5 ve 10 mM
diizeylerine maruz birakildi. Daha sonra 4 saat siiresince 100 uM formaldehit hiicre
hatlar1 iizerine uygulandi. Uygulama sonrasinda, formaldehitin hiicre canliligini

onemli derecede azalttigi, hiicre lizatlarinda MDA diizeylerini artitdigi, GSH
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diizeyini azalttigi, SOD ve CAT enzim aktivitesi azalttigi, NO diizeyleri iizerine
belirgin bir etki gostermedigi belirlendi. Tnf-o, NFKB ve kaspaz-3 mRNA
ekspresyon diizeylerinin formaldehit uygulamasi ile arttigi. Buna karsin Bcl-XL
mRNA ekspresyon diizeylerinde 6nemli bir degisim gozlenmedigi belirlendi. Borik
asitin formaldehit maruziyeti ile olusan lipid peroksidasyonu, azalan antioksidan
enzim aktivitesini, inflamasyon ve apoptozda rol alan genlerin artan mRNA

ekspresyon diizeylerini tersine ¢evirdigi tespit edildi.

Sonug olarak, bor kaynagi olan borik asitin formaldehit maruziyeti ile A549
hiicrelerinde olusan oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoziste dnemli rol oynadigi

ve hiicre gelisimi lizerine olumlu etkilerinin oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Formaldehit, borik asit, A549, lipid peroksidasyon, hiicre

canlilik testi, inflamasyon, apoptozis.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECT OF BORON ON
FORMALDEHYDE-INDUCED EXPERIMENTAL OXIDATIVE STRESS IN
A549 LUNG EPITHELIAL CELLS BY USING BIOCHEMICAL AND
MOLECULAR BIOLOGY TECHNIQUES

Formaldehyde is a highly reactive aldehyde due to its electrophilic character, which
is colourless, pungent, well soluble in water and it has a strong odour. Formaldehyde
is used in many fields such as cosmetics industry, greenhouses, livestock, wood
processing, production, environment, industry, dentistry and it is also used in the
production of resin, laboratory materials, antiseptics, disinfectants. Besides, it is

found in cigarette smoke, and it causes oxidative stress.

With the development of technology and medicine, many substances are used
as an alternative for diagnosis and treatment in various diseases. Turkey possesses
rich boron mine sources. The increase in the usage of boron will provide positive
economic benefits. Therefore, it is of utmost importance for performing researches

and projects in this area.

In this thesis, cell viability test (MTT), reduced glutathione (GSH),
malondialdehyde (MDA) levels and activities of superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) were analysed to determine the effect of boric acid against
formaldehyde-induced oxidative stress in A549 lung epithelial cells. Also, mRNA
expression levels of B-actin, Tnf-a, caspase-3, Bcl-XL and NFxB genes were
molecularly evaluated to determine the effect of boric acid in inflammation. For this
purpose, A549 cell lines were exposed to 2.5, 5 and 10 mM boric acid for 12 hours.
Then 100 uM formaldehyde was applied for 4 hours on cell lines. After application,
it was determined that formaldehyde significantly reduced cell viability whereas
increased MDA levels. However, it decreased GSH levels, SOD and CAT enzyme
activities of cell lysates, and had no significant effect on NO levels of culture

medium. Also, it was determined that formaldehyde administration increased Tnf-a,
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NFkB and caspase-3 mRNA expression levels, yet no significant change was
observed in Bcl-XL mRNA expression levels. It was found that boric acid reversed
lipid peroxidation, decreased antioxidant enzyme activity, increased mMRNA
expression levels of genes involved in inflammation and apoptosis which are caused

by formaldehyde exposure.

As a result, it was determined that boric acid, as a boron source, plays a
significant role in formaldehyde-induced oxidative stress, inflammation and

apoptosis in A549 cells and has positive effects on cell growth.

Keywords: Formaldehyde, boric acid, A549, lipid peroxidation, cell viability test,

inflammation, apoptosis.
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