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OZET

Son yillarda malignansiler iizerine etkilerinin ortaya ¢ikmasindan dolayr bor
bilesiklerine olan ilgi gittikce artmaktadir. Bor bilesiklerinin kanser hiicreleri {izerinde
proteozom inhibitorii olarak calistig1 bircok galismada gosterilmistir (13). Calismamizda
saglikli insan lenfositleri ve HL-60 (16semi) hiicreleri lizerinde borik asit ve sodyum tetra
borat (boraks) bilesiklerinin etkilerini ayr1 ayrt MTT, Neutral Red, Akis hiicremetre ve
Gegirimli elektron mikroskobunu kullanarak degerlendirdik. Sitotoksik etkilerini saptamak
icin 100, 250, 500, 1000 uM konsantrasyonlarda hiicrelerimize borik asit veya sodyum
tetra borat verdik ve bunun i¢in MTT ydntemini kullanildik. Borik asitte 500 uM’da % 50,
sodyum tetra boratta ise Olii hiicre oraninin % 40’ lara ulastigin1 bulduk. Diger taraftan
kontrol olarak kullandigimiz saglikli insan lenfositlerinde bu oran en yiiksek dozda bile %
20° leri gegmemektedir. Lizozomal aktivite acisindan etkileri gorebilmek icin de
hiicrelerimizi notral kirmizis1 boyasiyla boyadik. Ayni konsantrasyonlarda her iki bilesikte
de % 10 kadar lizozomal aktivitede bir azalis saptadik. Saglikli insan lenfositlerinde ve
16semi hiicrelerinde borik asit ve sodyum tetra boratin apoptotik etkisini akridin oranj ile
akis hiicremetrede degerlendirdik. Borik asitin 1000 uM olan konsantrasyonunda saglikli
lenfositlerde % 2,5, HL-60 hiicrelerinde % 8,8 apoptotik etki bulduk, sodyum tetra boratta
ise 1000 uM da saglikli lenfositlerde % 3,1, HL-60 hiicrelerinde ise % 4,9 apoptotik etki
bulduk. Bor bilesiklerinin akut l6semi hiicreleri iizerindeki ince yapi1 degisikliklerini
saptayabilmek i¢in transmission (gegirimli) elektron mikroskobunda inceledik. Borik asit
500 uM konsantrasyonunda hem akut losemi hiicrelerinde hem de lenfositlerde c¢ift
nukleus ve mikronukleus olusturdu. Akut 16semi hiicrelerinde mitokondrilerin boyutlarinda
bliyiime, kristalarinda deformasyonlar ortaya ¢iktigini saptadik.

Bizim sonuc¢larimiza gore, saglikli lenfositlerle akut ldsemi hiicrelerini
kiyasladigimizda bor bilesikleri 16semi hiicrelerine daha etkilidir ve bu toksik etkiyi

mitokondriler tizerinden gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: HL-60, Borik asit, Sodyum tetra borat, Akridin Oranj, Gegirimli
Elektron Mikroskobu



SUMMARY

Recently, as the effects of malignancies have come out, the attention on boron
compounds has been taken and is gradually increasing. There are experiments in which
boron compounds work as a proteosom inhibitor on cancer cells (13). In our study, we
investigated the effects of boric acid and sodium tetra borate on MTT, Neutral Red, Flow
cytometry, transmission electron microscope methods on acute leukemia cell lineage and
healthy human lymphocyte. We used MTT method to evaluate cytotoxic effect by
following the one night incubation of leukemic cells in 100, 250, 500, 1000 pM
concentrations with boric acid and sodium tetra borate. We found that in boric acid at 500
uM there were dead cells at the rate of % 50 and in sodium tetra borate at the rate of % 40.
On the other hand, in healthy human lymphocytes used as a controller this rate did not
reach % 20s even in the highest concentration. In terms of lysosomal activity to see the
effects we dyed the cells with the neutral red by following the one night incubation of boric
acid and sodium tetra borate in 100, 250, 500, 1000 uM concentrations. We detected a
decrease % 10 in both compounds in the same concentrations and in the lysosomal activity.
We evaluated the apoptotic effect of boric acid and sodium tetra borate to lymphocyte and
leukemic cell line by flow cytometry using acridine orange methods. Apoptotic effect was
found boric acid 1000 puM concentration % 2,5 in normal lymphocyte, 1000 pM
concentration % 8,8 HL-60 cell lines and sodium tetra borate 1000 uM concentration %
3,1 normal lymphocyte, 1000 uM concentration % 4,9 HL-60 cell lines respectively. We
examined the boron compounds by means of transmission electron microscope method to
detect their effects on the acute leukemia cells. We observed that boric acid in 500 uM
concentration caused the double nucleus and micronucleus formation in both acute
leukemia cells and lymphocytes. We determined that an expanding in the dimension of
mitochondrium and a deformation in cristas appeared.

According to our results, boron compounds show a toxic effect on the acute
leukemia cells with comparing normal lymphocyte and this effect is via with the
mitochondrial pathway.

Key Words: HL-60, Boric Acide, Sodium tetra borate, Acridine Orange,

Transmission Electron Microscope

vi
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1. GIRIS VE AMAC

Bor tilkemizin gelecegi i¢in ¢ok dnemli bir elementtir. Diinya bor rezervinin % 70’
nin Tiirkiye’ ye ait olmasi bu madenin iilkemiz i¢in ne kadar hayati bir degere sahip
oldugunu gozler oniine sermektedir. Bu nedenle ililkemizdeki bor kaynaklari ¢ok farkli
yerlerde degerlendirilmeye calisilmaktadir. Bu alanlardan birisi de saglik alanidir. Bor
bircok {iilkede giinliik 1 mg’ a kadar vitamin olarak kullanilmaktadir. Saglik alaninda
kullanabilecek en uygun yerlerden biri kanser tedavisi olup olmadiginin arastirilmasidir.
Bor bilesiklerinin bir¢ok kanser tiiriinde (prostat kanseri, 16semi, beyin kanserleri gibi) in
vitro ¢alismalarla etkili oldugu gosterilmistir. Ozellikle beyin kanserlerinin tedavisinde
saglikli hiicrelere zarar vermeden BNCT (Boron Neutron Capture Therapy) yonteminde
kullanilmaktadir. Bir¢ok kanser tiiriinde tiimoriin kiigiilmesine ve kanserli hiicrelerin
Olimiine neden oldugu gosterilmistir (13). Biz calisgmamizda akut 16semi hiicreleri
tizerinde borik asit ve sodyum tetra boratin etkisini farkli tekniklerle arastirmay1
amacladik. Kontrol grubu olarak saglikli insan kanindan izole edilmis lenfositleri
kullandik. Bunun nedeni hem deneylerimize kontrol grubu olusturmak hem de kanser
hiicrelerine zarar veren bor bilesiklerinin saglikli hiicrelere olan etkisini arastirmaktir.
Ulkemizde kanser siralamasi bakimmdan 6. siraya sahip olan ldsemilerin tedavisi
acisindan bu g¢aligmanin 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz. Bundan sonra farkli 16semi
tiirlerinde caligmalara olanak saglamasi ve bu hastalarin tedavisi i¢in bir umut 15181

olabileceginden dolay1 bu ¢alismanin iilkemiz acgisinda 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bor Elementinin Genel Ozellikleri

Bor, yeryiiziinde toprak, kaya ve suda yaygin olarak bulunan bir elementtir. Bor,
dogada serbest element olarak degil, tuz seklinde bulunur. Bor tuzlarina,”bor madenleri” ;
bor madenlerinin kimyasal olarak islenmesi sonucunda elde edilen iirlinlere ise, “bor
tirtinleri” denilir. Bor yerkabugunun % 0,001 ini olusturan; kiitle numaras1 10 ve 11 olan
iki izotopu bulunan metalle ametal arasi yar1 iletken 6zelliklere sahip bir elementtir. Atom
numarast 5, atom agirhigt 10,81, yogunlugu 2,84 gr/cm?, ergime noktast 2300 °C ve
kaynama noktas1 2550 ° C olan, su ile 100 ° C, oksijenle 700 °C, hidrojenle 840 °C
reaksiyona girebilen bir maddedir. Yiiksek sicaklikta su ile reaksiyonu sonucunda borik
asit ve diger bor bilesiklerine doniisiir. Tabiatta yaklasik 230 cesit bor minareli
bulunmaktadir (48).

Topragin bor igerigi genelde ortalama 10-20 ppm olmakla birlikte ABD’ nin bati
bolgeleri ve Akdeniz’ den Kazakistan’ a kadar uzanan yorelerde yiiksek oranlarda bulunur.
Deniz suyunda 0,5-9,6 ppm, tath sularda ise 0,01-1,5 ppm araligindadir. Yiiksek orandaki
ve ekonomik boyutlardaki bor yataklari, borun oksijen ile baglanmis bilesikleri olarak daha
cok Tirkiye ve ABD’ nin kurak, volkanik ve hidrotermal aktivitesinin yiiksek oldugu
bolgelerde bulunmaktadir (48).

Tarihte ilk olarak 4000 yil 6nce Babil’ ler Uzak Dogu’dan boraks ithal etmis ve
bunu altin isletmeciliginde kullanmiglardir. Misir’ lilarin da boru, mumyalamada, tipta ve
metaliirji uygulamalarinda kullandiklar1 bilinmektedir. Eski Yunanlilar ve Roma’ lilar

boru, temizlik maddesi olarak kullanmislardir (48).

Elementel bor, 1808 yilinda Fransiz Kimyaci1 Gay Lussac ile Baron Louis Thenard

ve bagimsiz olarak Ingiliz Kimyac1 Sir Humpry Davy tarafindan bulunmustur.



Diinya bor rezervinin % 70’ 1 Tiirkiye’de bulunmaktadir. Sirasiyla ABD, Arjantin,
Peru, Rusya ve Cin izlemektedir. Fakat iiretim acisindan iilkemiz bor iireten alt1 {ilke
arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Diinyada iglenen toplam 496 milyon tonluk rezervin
375 milyon tonu Tiirkiye’ dedir. Tiirkiye’nin bor madenlerinin rezerv émrii 412 yil iken,
diinyanin ikinci biiyiik rezerv tilkesi olan ABD’ nin bor rezervleri yaklasik 76 yillik 6mre

sahiptir (48).

2.1.1. Borik asit ve sodyum tetra borat

Borik asit; H;BO; formiiliinde, molekiil agirligr 61,83 6zgiil agirhg 1,435 gr/dl
olan bir maddedir. Deneylerimizde kullandigimiz sodyum tetra borat ise; bir rafine boraks
tiirii olup, Na,B4O7 formiiliinde 381,37 molekiil agirli1 olan bir maddedir. Cozeltilerinin
kristalizasyonu ile dogal kalsiyum boratlarin veya borik asitin sodyum karbonatla muamele
edilmesi suretiyle elde edilir. Anhidrus veya hidrate (5-10 mol H,O) halde olur. Isitilip
tekrar sogutuldugunda camsi bir kiitle ortaya ¢ikar (eritilmis boraks, boraks cami, boraks
incisi (boncugu) gibi isimler alir). Keten veya kagidin sertlestirilmesinde; metallerin
lehimlenmesinde (sert lehimler i¢in eritici madde olarak); eritici madde olarak emaye
sanayinde; cam haline gelebilen boyalarin, 6zel camlarin (optik camlar, elektrik ampulleri
icin camlar) imalinde, zamk veya cilalarin imalinde; altinin rafine edilmesinde; boratlarin

ve antrakinon boyalarin hazirlanmasinda kullanilir (39).

Bor iirlinleri, boraks (dekahidrat, pentahidrat, susuz boraks), borik asit ve sodyum
perborattan (monohidrat, tetrahidrat) olusur. Bor firiinleri, Uluslararasi Sanayi Standart
Smiflandirmasi'na gore Kimya Sanayi i¢inde yer alir. Her {i¢ bor iiriiniinlin {iretiminde
hammadde olarak tinkal kullanilabilir. Ancak Tiirkiye ve Avrupa' da borik asit liretiminde
kolemanit ve uleksit kullanilmaktadir. Sodyum perborat ise hem tinkalden hem de
borakstan {iretilir. Boraks, borik asit ve sodyum perborattan olugan bor tirtinleri, dogrudan
dogruya baska maddelerin iiretiminde veya diger sanayi dallarinda hammadde olarak

kullaniliyor (39).



2.1.2. Borun insan saghg iizerine etkisi

Viicuda hangi yolla alinirsa alinsin % 90-95° 1 viicutta birikmeden idrarla disar
atilmaktadir. Yalnizca kemik, tirnak, kil, karaciger ve dalakta biraz birikmektedir. Yapilan
arastirmalar borun toksik etkisinin ¢ok diisiik oldugunu gostermektedir. Borun akut etkisi,
15-30 gr sodyum tetra borat veya 2—5 gr borik asit dogrudan alinirsa ortaya ¢ikmaktadir.
Kronik etkisi agisindan giinde 3 g borik asit veya 5 g sodyum tetra boratin etkisinin
olmadigi, 5-10 g boraksin sadece protein metabolizmasimi etkiledigi ve idrardaki azot

miktarini arttirdigr gézlemlenmistir (41).

Borun toksik etkisi yetiskinlerde bas agrisi, kusma, ishal, heyecan veya depresyon;
cocuklarda ise daha ¢ok havale, koma gibi beyin zar1 tahribi etkileri seklinde
goriilmektedir. Parmak uglarinda goriilen pembe renk bor ile zehirlenmeye isaret eden

karakteristik goriiniislerdir.

Borun insan viicudu i¢in ¢ok yararh etkileri oldugu da tespit edilmistir. D vitamini
ve kalsiyum olmak iizere viicut minerallerinin diizenlenmesinde rol oynadigi, kalsiyum ve
magnezyum azalmasimi Onleyerek kemik yapisint korudugu belirtilmistir. Klinik
caligmalar, Ca ve Mg eksikliginden kaynaklanan stresi 6nlemek i¢in giinde en az 1 mg
borun yararl oldugu ortaya konmustur (WHO 1998). Bor mineralinin Ca ve D vitaminin
aktivasyonun yaninda, kemik dokusunun korunmasi ve demineralizasyonun énlenmesinde,
bagisiklik ve hormonal sistemin giiclendirilmesinde etkili oldugu belirtilmektedir. Bu iki
elementin eksikliginden kaynaklanan osteoporoz riskini onledigi, vitamin D ve steroid
hormonunun aktif sekline doniismesine yardimci oldugu, artriti 6nledigi saptanmistir. Bir
bor tirevi olan sodyum tetraborat dekahidrat giliniimiizde artrit tedavisinde
kullanilmaktadir (33).

BNCT (Boron Neutron Capture Therapy) kanser tedavisinde kullanilmaktadir.
Ozellikle, beyin kanserlerinin tedavisinde hasta hiicrelerinin secilerek imha edilmesinde
kullanilmaktadir. Saglikli hiicrelere zararinin minimum diizeyde olmasi nedeniyle tercih

nedeni olabilmektedir (47).



Bor bilesikleriyle yapilan calismalarda ¢ok farkli hiicreler kullanilmistir. Bunlar
prostat kanseri, meme kanseri, akciger kanseri ve 16semi hiicreleridir. Ayrica borun giinliik

diizenli alinimiyla sagladig1 yararlarla ilgili de bir¢ok ¢alisma yapilmistir (47).

2002 yilinda Gallardo-Williams tarafindan yapilan bir arastirmada giinde 1,7 yada
9,0 mg/kg borik asit alinimi timor boyutunu % 38 oraninda azalttig1 gézlenmistir. Yine bu
calismada prostat kanserinde ylikselen prostat spesifik antijeni de % 86 oraninda azalttig:
goriilmiistiir. Ozellikle tiimér hiicrelerinde mitoz miktarinda azalma goriilmiistiir. Mitoz

miktar1 azalinca tiimdr biiyiikliigiinde de gerileme oldugu goriilmiistiir (43).

2001 yilinda Florida‘da Deneysel Biyoloji Konferansinda agiklanan, 7651 kanser
olmayan erkek ve 76 prostat kanserli erkek {lizerinde yapilan ¢alisma ¢ok ilging sonuglari
ortaya koydu. Ne kadar ¢ok icinde bor bulunan besin tiiketilirse (sert kabuklu meyveler,
kuru meyveler, baklagiller, {iziim, elma, brokoli, avokado, kiraz, kuru erik, soya fasulyesi)
prostat kanseri olma riskinin o kadar azaldigi, maksimum diizeyde bor tiiketen insanlar da

prostat kanserinde % 64 oraninda azalma oldugu gortildii (43).

2000 yilinda Texas’da yapilan etken madde olarak Borato 1-2 diaminosiklohekzan
platinum kullanilan ¢alismada; L210 (leukemia murine cell), MCF-7 (human breast cell),
DU-145 (human prostate cell), A—549 (human lung cell), SK-OV-3 (human ovarian cell)
hiicre serileri kullanilmistir. Sonugta % 50-98 oraninda DNA sentezinin inhibe edildigi
gorlilmiistiir. Bdylelikle DNA sentezi inhibe olan kanser hiicreleri daha fazla

cogalamamustir (13).

Bir ¢aligmada bor tozlariyla temas eden is¢ilerin sperm sayisinda diisiikliik, cinsel
hayatlarinda gerileme oldugu iddia edilmistir. Ancak iilkemizde ve diinyada yapilan pek

cok arastirmada borun kisirliga yol agmadigi sonucuna varilmistir (49).

Son yillarda bir kemik iligi kanseri olan multipl myelomun tedavisinde kullanilan

bortezomib (borik asit polimerlerinden olusan bir ilag), hastaligin tedavisinde ve



ilerlemesinde yeni umutlar ortaya ¢ikarmistir .Bu ilag ¢esitli kombinasyonlarda kemoterapi
tedavisinde kullanilmaktadir. Bortezomib bu hiicreler iizerinde proteozom inhibitorii olarak
calismis, ilk 48 saat i¢inde hiicreleri apoptosize gotiirerek Oldiirmiistiir. Bor’ un benzer
proteozomlar {izerine etkisi olduguna gore hematolojik malignansilerin tedavisinde etkili

olabilecegi diistiniilmektedir (33).

Bor bilesikleri, apoptoz mekanizmasi bozulmus kontrolsiiz olarak ¢ogalan kanser
hiicrelerini apoptozise gotiirerek kanser hiicrelerinin 6liimiine yol acarlar ve varsa tiimdriin
biiylimesini inhibe ederler. Yapilan ¢alismalarda bugiine kadar varilmaya ¢alisilan sonuglar

sunu gostermistir ki; bor bilesikleri proteozom inhibitorii olarak ¢alisirlar (16).

Proteozomlar tiim canlilarda bulunan ATP’ye bagimli proteolitik sistemi olusturan
biiylik bir komplekstir (26). Proteozomlarin fonksiyonlar1 normal hiicrelerde apoptoza
karar vermis hiicrelerin proteinlerini parcalamak, kanserli hiicrelerde de apoptoza
gidemeyen hiicrelerin proteinlerini par¢alamaktir. Proteozom inhibitérleri, proteozomlarin
fonksiyonlarin1 inhibe eder, protein yapimini giiclestirir ve c¢oklu sinyal iletimini
engellerler. Sinyal iletimi kesilince kanserli hiicreler 6liir ve tiimdriin biliylimesi baskilanir

(33).

3. LENFOSITLER

9-12 pum capinda, spesifik immuniteden sorumlu hiicrelerdir. Biiyiik ve yuvarlak
bir nukleusa, dar bir stoplazmaya ve azurofilik (lizozomal) graniillere sahip hiicrelerdir.
Ribozomlarin bol olusu nedeniyle stoplazma giiclii bir bazofili gosterir. insan viicudunda
total 10'? kadar lenfosit bulundugu ve hergiin yaklasik 2 milyon yeni T hiicresinin ve 20
milyon B hiicresinin yapildig1 hesaplanmistir (Scollay ve Osmond). Viicuttaki total lenfosit
sayisinin % 2 kadarini periferik kan lenfositleri olusturur. Lenfositlerin biiylik ¢cogunlugu
lenfoid organlarda bulunur. Periferik kanda lokositlerin % 20-30 kadarini lenfositler

olusturur (42).



Genel olarak, viral hastaliklarda, bazi bakteriyel hastaliklarda, enfeksiyon
hastaliklarinin nekahat doneminde ve ndotropeni ile gidis gosteren durumlarda mutlak
sayilar1 veya lokositler icindeki dagilim oranlar1 artar. Lenfositler T lenfositler ve B

lenfositler olmak tizere ikiye ayrilirlar (42).

3.1. B Lenfositler

Memelilerde B hiicreleri fetal donemde karacigerde ve erigkinlerde kemik iliginde
tiretilirler. Bu hiicreler, embriyoda paraaortik splankno-plevra bdlgesinde yer alan ortak bir

multipotent prokiirsor olan hematopoetik kok hiicrelerden gelisirler (42).

B hiicrelerinin gelisimi, kemik iliginde pro-B hiicreleri ile baglar ve plazma
hiicreleri ve bellek hiicrelerinin olugmasiyla sona erer. B hiicrelerinin gelisim asamalarini
tamamlayabilmeleri self-tolerans igin gerekli kontrol noktalarinda basariyla gegmelerine
baghdir. Bu kontrol noktalari, B hiicre reseptoriiniin (BCR) aracilik ettigi ve hiicrelerin
yasam ve Oliimlerini belirleyen ve IgV (D) J gen rekombinaz sistemlerini regiile eden
pozitif negatif sinyallerin katildig1 bir fonksiyonel mekanizmadir. Bu kontrollerden gegcen
hiicrelerin daha az1 da antijenle yonlendirilen germinal merkez reaksiyonuna (GCR)

katilabilirler ve ¢ogalabilirler (51).

B hiicrelerinin olgunlagmasi, pozitif sinyal almalarmi gerektirir. Ancak bu
sinyallerin antijen-spesifik olmasina gerek bulunmadig diisiiniiliiyor. BCR bazal sinyali (B
hiicrelerinin kendilerinden salinan anti-apoptotik sinyal) B hiicre gelisiminin destegi i¢in

yeterlidir ve antijenik ligand’ dan alinan bir sinyal olmaksizin B hiicresi perifere go¢ eder

(51).

Olgunlagsmamis B hiicreleri apoptozla ortadan kaldirilirlar. Boyle hiicreler apoptoza
ve tolerans mekanizmasina daha duyarhdirlar. Apoptozu baskilayici protein Bel-2¢ nin

asir1 ekspresyonu, in vivo otoantijen varliginda ¢ok sayida B hiicresini “reseptor editing”



yapmaya mecbur birakir. Gegici evredeki B hiicreleri Ig M, Fas, Bcl-2, Ig D karakter
tagirlar ve apoptozu etkileyen antijen temasina ¢ok duyarhdirlar. Ig M ile birlikte Ig D
eksprese eden olgun hiicreler ise diizenleme yapma yeteneklerini kaybederler ve
dolayistyla self-antijen temasinda apoptoza ugrarlar. BCR ile gii¢lii bir sinyal iletimi,
kemik iliginde olgunlasmamis B hiicrelerinin diizenleme yetenegini ve gegici ara evre

hiicrelerinde klonal eliminasyonu indiikler (34).

3.2. T Lenfositler

Intrauterin yagam sirasinda, pro-timosit fenotipi, fetal karaciger ve vitelliis
kesesinde, gebeligin 7. haftasindan itibaren goriilmeye baslar. 8-9 haftadan itibaren fetal
timus gelismeye baslar. Gebeligin 14. haftasindan itibaren major timositler olusmaya
baslar. Daha sonra T hiicrelerinin sayist kanda artmaya baglar. Bu artis alti aya kadar

devam eder daha sonra yetiskindeki diizeye iner (42).

3.2.1. Thelper (CD 4 +) hiicreleri

Kandaki lenfositlerin % 35-60 kadarin1 olustururlar. Akut ve kronik inflamasyonu
ve gec tipte hiicresel asir1 duyarlili§i inhibe ederler. Alerjik olaylarda selektif inhibisyon
yaparlar. Antikor yapmmina aktif olarak katilirlar ve eozinofiliyi indiiklerler. Ozellikle
opsonizan antikor yapimina yardimci olmakla beraber, asil sitolitik aktivite gosterirler. Thl
subpopulasyonundaki hiicrelerin % 77 si sitolitik aktiviteye sahip iken; Th2
subpopulasyonundaki hiicrelerin sadece % 18 kadar sitolitik aktivite gosterir. T helper 1
ve T helper 2° nin sitokin profilide farklidir. (Th1) Thelper-1; Interferon-gama, TNF-beta,
IL-2, IL-3 varken Th2‘de IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL—13 bulunur (42).

Helper T lenfositleri, MHC klas II molekiilleri ile sunulan peptitleri tanirlar ve

antikor yapict B hiicrelerinin, sitotoksik T hiicreleri ve supresor T hiicrelerinin



aktivitelerini siddetlendirir. Th hiicrelerinin azliginda efektér T ve hiicrelerinin antijene
cevabr zayif olur. Bu hiicreler ayrica gesitli lenfokinler salgilayarak, T hiicrelerinin,
monosit ve makrofajlarin ve diger bazi hiicrelerin sayica ve etkinlik¢e giiclenmelerini
saglarlar. Normalde CD 4 + lenfositleri genellikle sitotoksisite gostermezler. Ancak bazi
patolojik durumlarda (otoimmun hastaliklar) bu hiicrelerin belirgin sitotoksisite

gosterebileceklerini bildirmistir (42).

3.2.2. T Supressor (CD 8+) hiicreleri

CD 8+ hiicreleri yiizey isareti tagtyan subpopulasyonda ge¢ duyarlik reaksiyonlarini
ve antikor yapimini inhibe eden T supresor hiicreleri ile sitotoksik fonksiyon yapan efektor
T hiicreleri bulunur. Bu hiicreler genel olarak MHC Klas -1 molekiilleri ile sunulan
peptitleri tanirlar. Bazi CD 8+ hiicrelerinin IL-1, IL-10 ve TGF-beta gibi potent
immunregulator sitokin salgiladiklart bilinir. Regiilator/supressor CD 8+ hiicreleri farkl
olarak MHC klas-2 molekiilleri ile sunulan antijeni taniyabilirler. CD 8+ hiicreleri esas
itibariyle Th 1 hiicrelerinin sitokin yapisina sahiptirler. Ancak IL-2 sentez kapasiteleri

oldukga diisiiktiir (42).

4. AKUT LOSEMILER

Akut 16semiler myeloid ve lenfoid Oncii hiicrelerinin neoplastik transformasyonu
sonucu olusurlar. Léseminin diger tiimdrler ile karsilastirildiginda 6nemi, kanser mortalite
oranlarina bakildiginda goriilebilir. Losemi kanserden 6liim nedenleri igerisinde erkeklerde
akciger, prostat, kalin barsak, pankreas ve mideden sonra 6. sirada; kadinlarda ise meme,
akciger, kalin barsak, over ve pankreastan sonra yine 6. sirada yer almaktadir. Goriilme
sikligina bakildiginda son 50 yilda 6nemli bir artis vardir. AML erkeklerde 1:100 000°den
3:100 000’e bir artig saptanmigtir. AML’ nin siklig1 yasla ¢ok ilgilidir. On yas civari en az
goriildiigii donemdir ve 40. yasa kadar giderek yavas bir artig vardir. ALL’ de ise durum



tam tersidir. ALL en ¢ok ¢ocuklarda goriliir. 30. yasta minimuma iner, daha sonra 40.

yasta tekrar hizla artar (51).

4.1. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

ALL’ de goriilen lenfoblastlar dar, stoplazmalar1 agraniilerdir. Nukleo stoplazmik
oran yiiksek olup, cekirdek yuvarlak veya kivriktir. Lenfoblastlar genel olarak

myeloblastlardan daha kiigiiktiir. Kendi arasinda 5 alt gruba ayrilir:

Al) Pro B ALL,
A2) Common ALL,
A3) Pre B ALL,
A4) B ALL

AS5) T ALL

4.2. Akut Myeloid Losemi (AML)

Myeloblastlar, lenfoblastlardan daha biiyiiktiir. Myeloblastlarin stoplazmalar1 daha
genis olup nukleo-stoplazmik oran diistiktiir. Cekirdekte kromatin ag1 ince olup, multipl

nukleoluslar vardir. FAB siniflandirmasina gore 8 alt gruba ayrilir:

B1) MO: Hi¢ maturasyon gostermeyen AML
B2) M1: Maturasyon gdstermeyen AML
B3) M2: Maturasyon gosteren AML

B4) M3: Promyelositik 16semi

B5) M4: Akut myelomonositik 16semi

B6) M5: Akut monositik 16semi
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B7) M6: Akut eritrolosemi
B8) M7: Akut megakaryositik 16semi

4.3. HL-60 Hiicreleri

HL-60 hiicreleri, akut promyelositik 16semi hiicre serisidir. Ozellikle ilag
arastirmalarinda kullanilan bir hiicre serisidir. Bor bilesiklerinin 16semi hiicreleri iizerine
olan etkisi daha oOnceki bir¢ok arastirmada ortaya konmustur. 2001-2002 yillarinda
Hindistan’ da yapilan l6semi hastalar1 ve losemi hiicre serileri iizerinde ve yeni bulunan
guanidin biborik asit ve dihidroksi bor hidroklorid monohidrat kullanilan ¢alismada bu
bilesiklerin tiimor hiicrelerinin biiylimesini engelledigi, DNA {izerinde inhibisyon sagladig:
gozlemlenmistir. Bor bilesiklerinin uygulanmasindan 24 saat sonra hiicrelerde apoptotik
cisimciklerin olugsmaya basladigi, hiicre c¢ekirdeginin niikleer yapisinin bozulmaya
basladigi, kromatin yapinin yogunlastigi, stoplazmik vakuollerin olustugu gézlemlenmistir

(32, 15).

5. BOR BIiLESIiKLERINiN ETKiSINi DEGERLENDIRME TESTLERI

5.1. Mitokondriyal Aktiviteye Dayah Testler ve MTT Olc¢iimii

In vitro calismalarda hiicre sayismin ifade edilmesini saglayan farkli biyolojik
Ol¢iimler vardir. MTT hiicre proliferasyon dl¢timii, hiicre proliferasyonunu, canliligini ve
sitotoksisiteyi 6l¢mekte kullanilan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir (38). Bu teknigin
mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan katalize edilen tetrazolium tuzlarinin
indirgenmesine dayandig1 ve hiicre biiylimesi ve ksenobiyotik sitotoksisitesini yansittig1
bildirilmistir. Her ne kadar kolay, uygulanabilir ve kolaylikla otomatize edilebilir olsa da
belirli artifaktlar tarafindan etkilenmektedir.

Yasayan hiicreler bazi vital boyalar kullanilarak boyanabilmektedir, ancak yikama

basamaklar1 hem siireyi uzatmakta, hem de hata payini arttirmaktadir. ELIZA cihazi ¢ok
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miktarda Ornegi, yiliksek oranda dogrulukla okuyabilir, bdylece kullanilan renk
reaksiyonunu yasayan hiicre sayist olarak degerlendirebilme imkani saglar. Bu tiir
kolorimetrik dl¢timlerde ideal olan renksiz substratlar kullanarak yasayan hiicrelerde renkli
tiriinler elde etmektir. Tetrazolyum tuzlari bu amacla kullanilan, substrat olarak renksiz,
yasayan hiicrelerin aktif mitokondrilerinde renkli iirtinler veren maddelerdir. MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) bu amacgla kullanilan bir tetrazolyum
tuzudur ve substrat olarak sar1 renkte olmasina ragmen yasayan hiicrelerin
mitokondrilerinde siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak baglandiginda suda
¢Oziinmeyen mavi-mor formazan tuzlari olusturur. Formazan tuzlar1 organik solventlerde
(DMSO, izopropanol gibi) kolayca ¢oziiniirler. Coziiclide ¢Ozlinen materyalin optik
dansitesi, c¢oziinmiis olan boyanin konsantrasyonunun verdigi absorbansa gore
spektrofotometrik olarak olgiilebilir. Olgiilen deger direkt olarak kiiltiirdeki hiicrelerin

metabolik aktivitelerini verir, bu deger de yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilir (45).

5.2. Lizozomal Aktiviteye Dayanan Testler ve Notral Kirmizis1 (Neutral Red) Ol¢iimii

Notral kirmizis1 (NR) (neutral red, toluylene red, Basic Red 5, ya da C.I. 50040)
gibi isimlerle bilinen Borenfreund ve Puerner (2000) tarafindan tanimlanan ve ¢ok yaygin
olarak kullanilan bu vital teknik, lizozomlar taratindan katyonik boya’ nin hiicre igine
alinmasina dayanir. Supravital bir boya olan neutral red up-take (notral kirmizisinin hiicre
icine alimmasi) zayif katyonik bir boyadir ve noniyonik diflizyonla hiicre membranindan
penetre olarak lizozomlarda akiimiile olur ve lizozomal matriksin anyonik bdlgelerine
baglanir. Hiicre yiizeyinde veya lizozomal membranda meydana gelen degisiklikler
lizozomal hassasliga ve diger irreversibl degismelere onderlik ederler. Ksenobiyotiklerin
aktivasyonu ile meydana gelen bu degisimler NR’ in baglanmasinda veya hiicre igine
alimmasinda azalmaya sebep olur. Bu nedenle yasayan- saglikli, hasarli-6lii hiicrelerin
boyay1 almalar farkli olur ki, bu da yontemin temelini olusturmaktadir. Uygulanabilirligi
yiiksek ve duyarli olan bu test otomatik hale getirilebilir ve diger sitotoksisite testleri ile

kombine edilebilir. Hiicrelerin metabolik aktivitesi farkli diizeylerde tespit edilebilir (38).
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5.3. Akis Hiicremetre (Sitometri) ile Apoptotik Etkinin Degerlendirilmesi

Akis hiicremetre akiskan kisim, optik kisim ve elektronik kisimdan olusan bir
cihazdir. Floresan boyalarla isaretlenmis olan hiicreler siv1 igerisinde cihaz igerisine alinir,
cesitli optik filtrelerden ve lazer sistemlerinden gectikten sonra hiicreler tek tek
Ozelliklerine gore ayrilir. Hiicreleri tek tek sayabilmemizden dolayr kolay uygulanabilir
olmasi, uzun zaman almamasi ve kantitatif sonu¢ vermesi ve bir seferde yiizbinlerce hiicre
sayilabilmesinden dolayi giivenilir bir yontemdir. Akis hiicremetrede apoptotik ve nekrotik
hiicrelerin ayrilabilmesi ic¢in ¢esitli yontemler kullanilabilir. Bu yontemler igerisinde
akridin oranj boyast DNA miktarim1 degerlendirebilmemizi saglayan etkili bir boyadir

(2,48).

5.4. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu ile Hiicre Organellerinin Degerlendirilmesi

Yiksek wvoltaj altinda hizlandirilmis elektronlarin  bir numune iizerine
gonderilmesiyle, elektronlar ile numune atomlar1 arasinda cesitli etkilesimler olur ve
numuneden degisik enerjide elektronlar ve x-isinlart ¢ikar. Bu etkilesimlerden
yararlanilarak numunenin incelenmesi elektron mikroskobunun prensibini olusturur. Eger
hizlandirilmis elektronlar ince numune iizerine gonderilmis ise, elektronlarin bir kismi
etkilesmeden diger kisminda kirinima ugrayarak numunenin alt yiiziinden disar1 ¢ikar. Bu
tir elektronlart kullanarak numunenin i¢ yapisinin incelenmesi gegirimli elektron
mikroskobunda yapilir. Transmission Electron Microscobe veya kisaca TEM olarak bilinir.
Elektron mikroskobu ile hiicre i¢i organellerin yapilarini, hiicre igindeki dagilimini ve
diger organellerle komsulugunu, fonksiyonel iligkilerini, ¢ekirdegin yapisini membran

biitiinliigiinli ya da membrandaki degisiklikleri gormek miimkiindiir (6).

Bu ¢alismada saglikli insan lenfositleri ve HL-60 (akut 16semi ) hiicrelerine borik
asit ve sodyum tetra borat 100 uM, 250 uM, 500 uM, 1000 uM konsantrasyonlarda
uygulandi. Sitotoksik etkileri saptayabilmek i¢in MTT, Neutral Red testleri, apoptotik
etliler icin Akis hiicremetrede akridin oranj boyasi, ince yap1 degisikliklerini gorebilmek

icin de gecirimli elektron mikroskobu kullanildi
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6. GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Hematoloji Anabilim Dali ve
Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
tarafindan ortak olarak yiiriitiilmiistiir. Calismanin hiicre kiiltiirii ve elektron mikroskobu
olan kisimlar1 Anadolu Universitesi Bitki, Ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar Merkezinde; Akis
Hiicremetre kismi ise Osmangazi Universitesi Hematoloji Anabilim Dali Akis Hiicremetre
laboratuarinda yapilmistir. Calismamizda saglikli insan lenfositleri ve HL-60 16semi
hiicrelerinde borik asit veya sodyum tetra boratin sitotoksik etkilerine, akis hiicremetre ile
apoptotik etkilerine ve gecirimli elektron mikroskobuyla ince yap1 degisiklikleri

aragtirilmustir.

6.1. Sitotoksisite Ve Apoptozis Yontemleri

1) MTT (Mitokondriyal Aktivite Testi)

2) Notral Kirmizisi (Lizozomal Aktivite Testi)

3) Akridin oranj ile Akis Hiicremetresinde apoptozis saptanmasi

4)Transmisyon (geg¢irimli) elektron mikroskobunda apoptozise ugramis

hiicrelerdeki ince yap1 degisikliklerinin goriintiilenmesi

6.1.1. Saglikli Insan Lenfositlerinin ve HL-60 Lisemi Hiicrelerinin Kiiltiir Ortaminda

Cogaltlmasi

a) 50 ml enjektore 1 ml heparin ¢ekildi i¢i tamamen heparinle sivandi. Saglikli insandan 50
ml kan alindi. 1:1 oraninda fosfat tampon saline (PBS) ile seyreltildi. 50 ml’ lik steril
tiiplerin i¢ine 10 ar ml lenfosit ayirmak i¢in kullanilan ficoll (histopaque 1077) konuldu.
Ficoll’ un iizerine seyreltilmis olan kan yavasca, karistirilmadan ilave edildi. 700 G’ de 30

dk santrifiij edilerek tiipiin orta kisminda tabaka olarak ayrilmis olan lenfositler topland1. 2
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kez PBS ile yikandi. Uzerine 10 ml kiiltiir mediumu (kiiltiir s1vis1 veya kiiltiir besiyeri)
ilave edildi. Resiispanse edilen hiicreler 25 em?® lik iki flaska (kiiltiir sisesine) boliindii ve

inkiibatore kaldirildi.

b) Hiicre kiiltiirli i¢in hazirlanan mediuma ekilerek 3—4 giin hiicrelerin ¢gogalmasi beklendi

ve daha sonraki ¢alismalar i¢in stok yapilarak saklandi.

¢) HL-60 hiicrelerinin stoktan ¢ikarilmasi: -196 °C’ de siv1 azot tankinda bulunan hiicre
slispansiyon stoklarini i¢eren viyaller (cryovial) su banyosunda sivi hale gelince, medium
icine alinarak, 1200 G’ de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismi dokiildii, hiicreler yeni
medium i¢inde dagitilarak yeni kiiltiir flasklarina koyularak 37 ° C* de, % 95 bagil nem
iceren CO2 inkiibatoriinde kiiltiire alindi. Hiicrelerin ¢ogaltilmasinda % 10 FCS iceren
DMEM: F-12 mediumu kullanildi.

Borik asit ve sodyum tetra boratin 100 pM, 250 uM, 500 pM, 1000 uM’ Ik
konsantrasyonlart hazirlandi. Saglikli lenfositler ve HL—60 hiicreleri i¢in borik asit ve

sodyum tetra borat bu konsantrasyonda uygulandi.

Neubauer lami ile sayilan saglikli insan lenfositleri ve HL—60 hiicreleri, ml’ de
50000 hiicre olacak sekilde hazirlandi. MTT ve Notral Red testleri i¢in 96 kuyucuklu
plakalara 0,1 ml hiicre slispansiyonu (5000 hiicre) olarak ekildi (19). Bu islemin daha
kolay ve seri yapilabilmesi i¢in 12 kuyucuklu steril rezervuar kullanilmistir. Bu rezervuara

maddeler ve hiicreler sekildeki siralamayla konulmustur.

vvduuuuuuuuu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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K BAl BA2 BA3 BA4 K ‘BX1 BX2 BX3 BX4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Yukarida agiklanan sekliyle rezervuarin her kuyucuguna hesaplanan olgiilerde
maddeleri ve mediumu koyduk. 12 kanalli pipetle her kuyucuga esit sekilde dagitildi.
l. siitun KONTROL

situn ~ Bos birakildi. (Kontrol grubunun test maddelerinden etkilenmemesi igin)
situn  BAT (Borik asit)

situn  BA2

situn  BA3

situn BA4

situn. KONTROL

siitun ~ Bos birakildi. (Kontrol grubunun test maddelerinden etkilenmemesi icin)

D A R

stitun ~ BX1 (Sodyum tetra borat)
10. stitun  BX2
11.stitun  BX3
12. siitun  BX4

6.1.2. MTT testinde uygulanan iglemler

MTT 5 mg/ml olacak sekilde PBS icinde ¢dziilerek stok soliisyon hazirlandi. Stok
soliisyon —20 ° C* de 6 ay bekleyebilmektedir. Calisma soliisyonu stok soliisyondan 1
kisim ve 9 kisim medium alinarak taze hazirlandi (0,5 mg/ml MTT ). Lenfositler ve HL—60
hiicrelerine borik asit ve sodyum tetra borat dnceden belirlenen konsantrasyonlarda
uygulandi. 24 saat inkiibatorde bekletildi. Her bir kuyucuga 0,01 ml MTT calisma

soliisyonu ilave edilerek karbondioksit inkiibatdriinde 3—4 saat inkiibasyona birakildi. Bu
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siire sonunda plakalar alind1 ve hiicrelerimizi dokemedigimiz i¢in iizerine 1N HCI ile
hazirlanmis 2-propanol 100’ er pL ilave edildi ve plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri
ELIZA cihazinda 540 nm dalga boyunda okutuldu. Bu deneyin her asamasi boya isikta
bozuldugu i¢in karanlikta yapildi (45,50).

6.1.3. Neutral Red (Kirmizisy) lizozomal aktivite olciimii

Belli konsantrasyonlarda borik asit ve sodyum tetra borat uyguladigimiz lenfositler
ve HL-60 hiicreleri 24 saat inkiibatorde bekletildi. Neutral kirmizisinin % 0,4’°liik stok
solisyonu 1:100 oraninda medium ile karistirilarak ¢alisma soliisyonu hazirlandi ve her bir
kuyucuga 0,01 ml ilave edilerek 37 ° C de 3-4 saat inkiibe edildi. Hiicrelerimiz
stispansiyon hiicreler oldugu i¢in yikama sollisyonu uygulanmamistir. Okuma soliisyonu
olan asetik asit-etanol soliisyonu her bir kuyucuga 0,1 ml ilave edilerek 15 dk oda 1sisinda
bekletilmis ve 30 dk c¢alkalayicida ¢alkalanarak boya homojen hale getirilmistir.
Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELIZA cihazinda 540 nm dalga boyunda
okutuldu. Bu deneyin her asamasi boya 1sikta bozuldugu icin karanlikta yapild1 (38).

6.1.4. Akridin oranj ile flow sitometride (akis hiicremetre) apoptozis bakilmasi

25 cm?’ lik flasklara 300 bin olarak olarak ayarlanan hiicreler 4 ml medium i¢inde
borik asit ve sodyum tetra boratin 100 pM, 250 pM, 500 pM, 1000 uM
konsantrasyonlarinda uygulandi. 24 saat karbondioksitli inkiibatorde bekletildi. Her bir
flasktan 200 pL hiicre alinip iizerine 200 mikrolitre solusyon A’ dan konuldu ve buzda
kirkbes sn bekletildi. Sonra 400 pL solusyon B eklendi. 3—15 dk arasinda akis hiicremetre
cihazinda belirlenen dalga boyunda 10 000 hiicre olacak sekilde sayildi. DNA ° daki G1-S-
G2 fazlar1 sonuclar analiz programinda degerlendirilerek apoptotik hiicre miktar

belirlendi.
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Solusyon A ’ nin Hazirlanmasi:

10 ml 2N HCl

4,4 g NaCl

0,5 ml Triton-X-100
480 ml bidistile su

Solusyon B ¢ nin Hazirlanmasai:

7,77 g sitrik asit

17,89 g sodyum fosfat
0,37 g EDTA

8,7 g NaCl

1 1t bidistile su

0,6 ml akridin oranj stok solusyonu (Akridin oranj stok solusyon: Img/ml )

6.1.5. Gecirimli elektron mikroskobu

Saglikli lenfositler ve HL—60 hiicreleri steril 50 ml’ lik tiiplere alindi. 1200 rpm’ de
10 dk santrifuj edildi. Once 10 ml mediumla resiispanse edildi. Daha sonra 50 ml mediuma
tamamlandi. 6 kuyucuklu Eliza Petri kutusunun her kuyucuguna 2 ml medium konuldu. ilk
kuyucuk kontrol oldugu i¢in madde konulmadi. Sonraki bes kuyucuga sirasiyla 100 pM,
250 uM, 500 uM, 1000 uM konsantrasyonlarda borik asit ve sodyum tetra borat ilave
edildi. 24 saat inkiibatérde bekletildi. 24 saatin sonunda her kuyucugun i¢indeki medium
steril bir tiipe alindi ve 1200 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi. Uzerindeki medium dokiildii.
Mediumu uzaklastirmak i¢in 2 kez fosfat tamponla yikandi. % 2 ° lik glutaraldehit ile tespit
edildi. Tespit islemi hiicrelerin canlilik haliyle korunmasi igin yapildi. 1 giin tespitte
bekletilen hiicreler, tespit solusyonundan ¢ikartildiktan sonra fosfat tamponla 15° er

dakikalik siirelerle 2 kez santrifiij edilerek yikandi. ilk tespiti yapilan hiicreler ikinci
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boyama ve tespit i¢cin % 1° lik osmiyum tetraoksit solusyonuna alindi. 2 saat bekletildi. 3
kez fosfat tamponla yikandiktan sonra alkol serilerinden gecirilmeye baslandi. % 50° lik
alkolden baglanip 15° er dakikalik siirelerle % 100° liik alkole kadar hiicreler dehidrate
edildi. Propilen oksit ve araldit karisimiyla 1 gece rotatorda cevrildi. Saf araldit ¢ozeltisine
gbmiildii ve 60 °C’ de 2 giin etiivde bekletildi. Etiivden ¢ikartilan bloklar kesit alinabilmesi
icin trim (traslama) cihaziyla tiraslandi .Elektron mikroskobunda incelenmek icin ultra
mikrotom ile 80—100 nm’ lik ince kesitler bakir gridlerin iizerine alindi. Gridler, kursun
sitrat ve uranil asetat boyalar1 ile kontrastlik saglanabilmesi i¢in boyandi. Gegirimli
elektron mikroskobunda saglikli lenfositlerin ve HL—60 hiicrelerinin organellerinden hiicre
zar1, cekirdek, mitokondri, golgi aygiti, endoplazmik retikulum ve lizozomlar1 farkli
biiylitmelerde goriintiilendi. Bor bilesiklerinin HL—60 hiicrelerine ve kontrol olarak
kullanilan saglikli insan lenfositlerinde yaptigi ince yapi degisikleri gegirimli elektron

mikroskobunda incelendi (6).

7. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

[statistiksel analizler Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim
Dalinda yapildi. Testler 8 kez tekrar edildi, optik dansite olarak elde edilen degerler SPSS
(Statistic Program for Social and Science) yazilim programinda, tek yonliit ANOVA testi
ve post-hoc olarak da Tukey’s-b testi uygulandi. Anlamlilik degerleri p>0,05 fark yok,
p<0,05* 6nemli derecede fark var, p<0,01** cok onemli derecede fark var, p<0,001***

ileri derecede fark var olarak degerlendirildi.
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8. BULGULAR

Calismamizda saglikli insan lenfositleri ve HL—60 (16semi) hiicreleri {izerinde borik
asit veya sodyum tetra borat (boraks) bilesiklerinin etkilerini MTT, Neutral Red, Akis

hiicremetre ve Gegirimli elektron mikroskobunu kullanarak degerlendirdik.

Borik Asit’i saglikli insan lenfositleri tizerine uygulaylp MTT ydntemi ile
degerlendirdigimizde hiicrelerin absorbans degerlerini s6yle bulduk; 1.giin kontrol grubunu
degeri 0,44, 100 uM olan konsantrasyonda 0,41, 250 uM olan konsantrasyonda 0,36, 500
uM olan konsantrasyonda 0,32, 1000 uM olan konsantrasyonda 0,31 dir. 2.glinde kontrol
grubunu degeri 0,44, 100 uM olan konsantrasyonda 0,38, 250 uM olan konsantrasyonda
0,36, 500 uM olan konsantrasyonda 0,31, 1000 uM olan konsantrasyonda 0,31’ dir.
3.gilinde kontrol grubunu degeri 0,34, 100 uM olan konsantrasyonda 0,23, 250 uM olan
konsantrasyonda 0,24, 500 pM olan konsantrasyonda 0,25, 1000 uM olan konsantrasyonda
0,25” dir. 4.glinde ise kontrol grubunu degeri 0,19, 100 uM olan konsantrasyonda 0,12,
250 uM olan konsantrasyonda 0,12, 500 uM olan konsantrasyonda 0,11, 1000 uM olan
konsantrasyonda 0,11” dir. (Sekil 1).

Borik asit'in Saglklh Lenfositler Uzerine Olan Etkisi

o
o

o
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o Kontrol

o
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@ 100 mikromolar

0 250 mikromolar
0 500 mikromolar

m 1000 mikromolar

o
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|

Mitokondriyal Aktivite
(OD 540 nm)
o
N

o

1 2 3 4
Zaman (Giin)

Sekil 1: Borik asitin saglikli lenfositler {izerine mitokondriyal aktivite acisindan sitotoksik etkileri.

Anlamlilik degeri P<0,001*** olarak bulunmustur. (n=8)
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Tablo 1: Borik Asitin Saglikli insan Lenfositleri Uzerine Olan Etkisinin Istatistiksel Sonuclari (MTT)

Borik Asit 1.Giin Ortalama Standart Sapma Anlamhlik Degeri
Kontrol 0,441 0,012
100 uM 0,419 0,006 P<0,01**
250 pM 0,368 0,020 P<0,001***
500 pM 0,323 0,009 P<0,001***
1000 uM 0,319 0,008 P<0,001***
Borik Asit 2.Giin Ortalama Standart Sapma Anlamhhk Degeri
Kontrol 0,436 0,020
100 pM 0,383 0,014 P<0,001***
250 puM 0,363 0,023 P<0,001***
500 pM 0,315 0,006 P<0,001***
1000 uM 0,313 0,011 P<0,001***
Borik Asit 3.Giin Ortalama Standart Sapma Anlamhlik Degeri
Kontrol 0,347 0,021
100 pM 0,233 0,018 P<0,001%**
250 pM 0,222 0,011 P<0,001%**
500 pM 0,242 0,009 P<0,001***
1000 uM 0,253 0,024 P<0,001***
Borik Asit 4.Giin Ortalama Standart Sapma Anlamhlik Degeri
Kontrol 0,197 0,020
100 uM 0,122 0,014 P<0,001%**
250 pM 0,120 0,004 P<0,001%**
500 pM 0,114 0,008 P<0,001%**
1000 pM 0,119 0,008 P<0,001***

En fazla toksik etki 1. ve 2. gilinde goriildii. 1. glinde kontrol ve 100 uM olan
konsantrasyon arasinda P< 0,01** ¢ok dnemli derecede fark bulundu. 100 uM ile 250 uM,
500 uM, 1000 uM konsantrasyonlar arasinda p<0,001*** ileri diizeyde anlaml1 bulundu. 2.
giinde ise 100 uM ve 250 uM konsantrasyonlar1 arasinda p>0,05 olarak bulundu. 500 uM
ile 1000 uM arasinda p=>0,05 olarak bulundu. 100 uM, 500 ve 1000 uM konsantrasyonlar1
arasinda istatistiksel agidan p<0,001*** ileri diizeyde anlamli bulundu. Kontrol degeriyle,
100 uM, 250 uM, 500 uM, 1000 uM olan konsantrasyonlar karsilastirildiginda istatistiksel
acidan p<0,001*** ileri diizeyde anlamli bulundu. 3. ve 4. giinlerde ise kontrol ve 100uM

olan konsantrasyonlar arasinda p<0,001*** ileri diizeyde anlamli bulundu. 250, 500 ve

21



1000 uM olan konsantrasyonlar arasinda p>0,05 olarak bulundu. Ancak kontrole kars1 500

ve 1000 uM olan konsantrasyonlar arasinda p<0,001*** ileri diizeyde anlamli bulundu.

Sodyum tetra boratin saglikli insan lenfositleri iizerine uygulayip MTT yontemi ile
degerlendirdigimizde canli hiicre mitokondrilerinin absorbans degerlerini sdyle bulduk;
1.giin kontrol grubunu degeri 0,42, 100 uM olan konsantrasyonda 0,40, 250 uM olan
konsantrasyonda 0,40, 500 uM olan konsantrasyonda 0,34, 1000 uM olan konsantrasyonda
0,32’ dir. 2.giinde kontrol grubunu degeri 0,46, 100 uM olan konsantrasyonda 0,45, 250
uM olan konsantrasyonda 0,41, 500 uM olan konsantrasyonda 0,41, 1000 uM olan
konsantrasyonda 0,43’diir. 3.giinde kontrol grubunu degeri 0,32, 100 uM olan
konsantrasyonda 0,25, 250 uM olan konsantrasyonda 0,32, 500 uM olan konsantrasyonda
0,30, 1000 uM olan konsantrasyonda 0,31°dir. 4.giinde ise kontrol grubunu degeri 0,18,
100 uM olan konsantrasyonda 0,12, 250 uM olan konsantrasyonda 0,11, 500 uM olan
konsantrasyonda 0,14, 1000 uM olan konsantrasyonda 0,15 dir. (Sekil 2).

Sodyum tetra borat'in Saglikl Lenfositler Uzerine
Olan Eftkisi
0,5
2
Z _ 04 = Kontrol
£ 03 | ® 100 mikromolar
© ! .
2 g O 250 mikromolar
-g 5 021 0 500 mikromolar
<~ 01 m 1000 mikromolar
= o L
1 2 3 4
Zaman (Gun)

Sekil 2: Sodyum tetra boratin saglikli lenfositler {izerine mitokondriyal aktivite agisindan sitotoksik

etkileri. Anlamlilik degeri P< 0,001*** olarak bulunmustur. (n=8)
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Tablo2: Sodyum tetra boratin Saglikli insan Lenfositleri Uzerine Olan Etkisinin Istatistiksel Sonuglari

Sodyum tetra borat
1.Giin
Kontrol
100 pM
250 uM
500 uM
1000 uM
Sodyum tetra borat
2.Giin
Kontrol
100 uM
250 uM
500 uM
1000 uM
Sodyum tetra borat
3.Giin
Kontrol
100 uM
250 uM
500 uM
1000 uM
Sodyum tetra borat
4.Giin
Kontrol
100 uM
250 uM
500 uM
1000 uM

Ortalama

0,521
0,404
0,409
0,345
0,319

Ortalama

0,460
0,450
0,416
0,413
0,431

Ortalama

0,324
0,254
0,295
0,300
0315

Ortalama

0,185
0,125
0,113
0,145
0,156

(MTT)

Standart Sapma

0,010

0,010

0,053

0,015

0,007
Standart Sapma

0,019

0,033

0,009

0,007

0,017
Standart Sapma

0,013

0,013

0,027

0,015

0,05
Standart Sapma

0,035
0,015
0,006
0,022
0,019

Anlamhilik Degeri

P<0,001***
P<0,001***
P<0,001***
P<0,001%**
Anlamhilik Degeri

p= 0,05
P<0,001***
P<0,001***
P<0,001%**

Anlamhhk Degeri

P<0,001%**
P<0,01**
P<0,05*
p= 0,05
Anlamhhk Degeri

P< 0,001 %**
P< 0,001 %**
P<0,01%*
p> 0,05

Kontrol degeri ile 100 pM, 250 uM, 500 uM, 1000 pM olan konsantrasyonlar

karsilastirildiginda istatistiksel agidan p<0,001*** ileri diizeyde anlamli bulunmustur. 1.

giinde 100 uM ve 250 uM olan konsantrasyonlar p>0,05 olarak bulunmustur. 500 uM ve

1000 uM arsindaki anlamlilik istatistiksel ac¢idan p<0,001*** ileri diizeyde anlaml
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bulunmustur. 2. giinde kontrol ile 100 uM olan konsantrasyon arasinda p>0,05 olarak
bulunmustur. 100 ve 250 puM arasinda P< 0,01**olarak bulunmustur. 500 ve 1000 uM
arasinda ise p>0,05 olarak bulunmustur. 3, giinde 100 ve 250 uM arasinda p<0,001***
ileri diizeyde anlamli, 500 ve 1000 uM arasinda ise p>0,05 olarak bulunmustur.

Borik  Asit’t  HL-60 hiicreleri iizerine uygulayip MTT yontemi ile
degerlendirdigimizde canli hiicrelerin mitokondrilerinin absorbans degerlerini sdyle
bulduk; 1. giin kontrol grubunu degeri 0,57, 100 uM olan konsantrasyonda 0,51, 250 uM
olan konsantrasyonda 0,50, 500 puM olan konsantrasyonda 0,53, 1000 pM olan
konsantrasyonda 0,53’tlir. 2. giinde kontrol grubunu degeri 0,56, 100uM olan
konsantrasyonda 0,36, 250 uM olan konsantrasyonda 0,33, 500 uM olan konsantrasyonda
0,33, 1000 uM olan konsantrasyonda 0,34’tiir. 3. giinde kontrol grubunu degeri 0,53,
100uM olan konsantrasyonda 0,34, 250 M olan konsantrasyonda 0,32, 500 uM olan
konsantrasyonda 0,25, 1000 uM olan konsantrasyonda 0,22°dir. 4. giinde ise kontrol
grubunu degeri 0,48, 100 uM olan konsantrasyonda 0,36, 250 uM olan konsantrasyonda
0,36, 500 uM olan konsantrasyonda 0,38, 1000 M olan konsantrasyonda 0,34 tiir. (Sekil
3).

Borik Asit'in HL-60 Hiicreleri Uzerine Etkisi
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Sekil 3: Borik asitin HL—60 hiicreleri {izerine mitokondriyal aktivite agisindan sitotoksik etkileri.

Anlamlilik degeri P< 0,001*** olarak bulunmustur. (n=8)
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Tablo 3: Borik Asitin HL-60 Hiicrelerine Olan Etkisinin Istatistiksel Sonuglar1 (MTT)

Borik Asit 1.Giin Ortalama Standart Sapma Anlamhlik Degeri
Kontrol 0,576 0,019

100 uM 0,518 0,008 P<0,001%***

250 uM 0,503 0,046 P<0,001***

500 uM 0,537 0,021 p= 0,05

1000 pM 0,534 0,040 p> 0,05

Borik Asit 2.giin Ortalama Standart Sapma Anlamhhk Degeri
Kontrol 0,564 0,018

100 uM 0,362 0, 48 P<0,001%***

250 uM 0,338 0,020 P<0,001%***

500 uM 0,338 0,024 P<0,001%***

1000 uM 0,343 0,017 P<0,001***
Borik Asit 3.giin Ortalama Standart Sapma Anlamhlik Degeri
Kontrol 0,535 0,014

100 pM 0,340 0,025 P<0,001%**

250 puM 0,321 0,008 P<0,001%***

500 pM 0,253 0,031 P<0,001%***

1000 uM 0,229 0,014 P<0,001%***
Borik Asit 4.giin Ortalama Standart Sapma Anlamhlik Degeri
Kontrol 0,484 0,021

100 pM 0,368 0,018 P<0,001***

250 uM 0,368 0,024 P<0,001%**

500 pM 0,382 0,025 P<0,001%***

1000 uM 0,342 0,012 P<0,001***

Kontrol ve 100 uM, 250 uM olan dozlar arasinda istatistiksel agidan p<0,001***
ileri diizeyde anlamli bulundu. 500 uM ve 1000 uM olan konsantrasyonlar arasinda 1.
giinde p> 0,05 olarak bulundu. 2. giinde ise kontrol ve 100 uM, 250 uM, 500 uM ve 1000
uM olan konsantrasyonlar arasinda istatistiksel agidan p<0,001*** ileri diizeyde anlaml
bulundu. 3. giinde ise 100 uM ve 250 uM olan konsantrasyonlar arasinda p> 0,05 olarak
bulundu. 100 uM ve kontrol arsinda, 100 uM ve 500 uM arasinda, 100 uM ve 1000 uM
arasinda istatistiksel agidan p<0,001*** ileri diizeyde anlamli bulundu. 500 ve 1000pM

arasinda p> 0,05 olarak bulundu. 4. giinde ise kontroliin konsantrasyonlara gére anlamlilig
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istatistiksel agidan p<0,001*** ileri diizeyde anlamli bulundu. Fakat 4. giinde 100, 250,
500 ve 1000uM olan konsantrasyonlar arasinda p> 0,05 olarak bulundu.

Sodyum tetra borati HL—60 hiicreleri {izerine uygulaylp MTT yontemi ile
degerlendirdigimizde canli hiicrelerin mitokondrilerinin absorbans degerlerini sdyle
bulduk; 1. giin kontrol grubunu degeri 0,57, 100 uM olan konsantrasyonda 0,53, 250 uM
olan konsantrasyonda 0,54, 500 pM olan konsantrasyonda 0,53, 1000 pM olan
konsantrasyonda 0,48 dir. 2. gilinde kontrol grubunu degeri 0,41, 100 pM olan
konsantrasyonda 0,32, 250 uM olan konsantrasyonda 0,32, 500 uM olan konsantrasyonda
0,34, 1000 uM olan konsantrasyonda 0,29’ dur. 3.glinde kontrol grubunu degeri 0,43, 100
UM olan konsantrasyonda 0,36, 250 uM olan konsantrasyonda 0,33, 500 pM olan
konsantrasyonda 0,24, 1000uM olan konsantrasyonda 0,23’dir. 4.glinde ise kontrol
grubunu degeri 0,46, 100 uM olan konsantrasyonda 0,43, 250 uM olan konsantrasyonda
0,41, 500 uM olan konsantrasyonda 0,41, 1000 uM olan konsantrasyonda 0,33 ’tiir. (Sekil
4).

Sodyum tetra borat'in HL-60 Hiicreleri Uzerine Etkisi
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Sekil 4: Sodyum tetra boratin HL-60 hiicreleri iizerine mitokondriyal aktivite agisindan sitotoksik etkileri.

Anlamlilik degeri P<0,001*** olarak bulunmustur. (n=8)
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Tablo 4: Sodyum tetra boratin HL-60 Hiicrelerine Olan Etkisinin Istatistiksel Sonuglar1 (MTT)

Sodyum tetra borat
1.Giin

Kontrol

100 uM

250 uM

500 uM

1000 uM

Sodyum tetra borat
2.Giin

Kontrol

100 uM

250 uM

500 uM

1000 uM

Sodyum tetra borat
3.Giin

Kontrol

100 uM

250 puM

500 uM

1000 uM

Sodyum tetra
borat4.Giin
Kontrol

100 uM

250 puM

500 uM

1000 uM

Ortalama

0,570
0,537
0,549
0,539
0,480

Ortalama

0,410
0,329
0,322
0,349
0,295

Ortalama

0,432
0,365
0,330
0,243
0,239

Ortalama

0,468
0,439
0,417
0,334
0,414

Standart Sapma

0,019
0,026
0,020
0,043
0,058
Standart Sapma

0,023
0, 024
0,026
0,034
0,037
Standart Sapma

0,016
0,030
0,013
0,026
0,021
Standart Sapma

0,015
0,021
0,008
0,007
0,028
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Anlamhlik Degeri

p>0,05

p>0,05

p=>0,05

P<0,05*
Anlamhlik Degeri

P<0,001%**
P<0,001***
P<0,01**
P<0,001%**
Anlamhhik Degeri

P<0,001%**
P<0,001***
P<0,001***
P<0,001***
Anlamhhik Degeri

P<0,05*

P<0,001***
P<0,001***
P<0,001***



1. giinde 100 uM ve 1000 uM arasinda istatistiksel a¢idan p < 0,05* gibi bir
anlamlilik bulundu. 250 pM ve 1000 puM arasinda p < 0,01**, kontrol ve 1000 puM
arasinda ise istatistiksel agidan P< 0,001*** ileri diizeyde fark bulundu. 2. giinde 100 uM
ve kontrol arasinda, 250 uM ve kontrol arasinda, 500 uM ve kontrol arasinda ve 500 uM
ile 1000 uM arasinda P< 0,001*** ileri diizeyde fark bulundu. 3. giinde 500 ve 1000 uM
arasinda p> 0,05 olarak bulundu. Diger konsantrasyonlar arasinda P< 0,001*** ileri
diizeyde fark bulundu. 4. giinde ise 100 uM ile 500 ve 1000 uM arasinda p> 0,05 olarak
bulundu. Kontrol ile 100, 250, 500 ve 1000 uM olan konsantrasyonlar arasinda P<
0,001*** ileri diizeyde fark bulundu.

Borik Asiti saglikli insan lenfositleri ilizerine uygulayip Neutral Red yontemi ile
degerlendirdigimizde canli hiicrelerin lizozomal aktivite absorbans degerlerini sdyle
bulduk; 1.glin kontrol grubunu degeri 1,74, 100 uM olan konsantrasyonda 1,74, 250 uM
olan konsantrasyonda 1,56, 500 uM olan konsantrasyonda 1,45, 1000 uM olan
konsantrasyonda 1,35 dir. 2. giinde kontrol grubunu degeri 1,43, 100 pM olan
konsantrasyonda 1,42, 250 uM olan konsantrasyonda 1,46, 500 uM olan konsantrasyonda
1,41, 1000 uM olan konsantrasyonda 1,43 diir. 3. glinde kontrol grubunu degeri 1,23, 100
uM olan konsantrasyonda 1,34, 250 uM olan konsantrasyonda 1,42, 500 puM olan
konsantrasyonda 1,22, 1000 uM olan konsantrasyonda 1,11’ dir. 4. giinde ise kontrol
grubunu degeri 1,74, 100 uM olan konsantrasyonda 1,71, 250 uM olan konsantrasyonda
1,65, 500 uM olan konsantrasyonda 1,56, 1000 uM olan konsantrasyonda 1,44’ tiir. (Sekil
5).

28



=
(63}
!

(OD 540 nm)

o

Lizozomal Aktivit
Ul

Borik Asit'in Saghkli Lenfositler Uzerine Olan Etkileri

[EEN
I

o
|

2 3 4

Zaman (Giin)

@ Kontrol

@ 100 mikromolar
O 250 mikromolar
0O 500 mikromolar
B 1000 mikromolar

Sekil 5: Borik asitin saglikli lenfositler iizerine lizozomal aktivite agisindan sitotoksik etkileri. Anlamlilik
degeri P<0,001*** olarak bulunmustur. (n=8)

Tablo 5: Borik Asitin Saglikli insan Lenfositleri Uzerine Olan Etkisinin Istatistiksel Sonuglar1 (Neutral Red)

Borik Asit 1.Giin

Kontrol

100 uM

250 uM

500 uM

1000 uM

Borik Asit 2.Giin
Kontrol

100 uM

250 uM

500 uM

1000 uM

Borik Asit 3.Giin
Kontrol

100 uM

250 uM

500 uM

1000 uM

Borik Asit 4.Giin
Kontrol

Ortalama

1,748
1,745
1,561
1,459
1,358
Ortalama
1,433
1,422
1,467
1,414
1,433
Ortalama
1,233
1,347
1,428
1,227
1,114
Ortalama

1,749

Standart Sapma

0,027
0,032
0,022
0,026
0,019
Standart Sapma
0,026
0,010
0,023
0,008
0,023
Standart Sapma
0,025
0,023
0,014
0,013
0,008
Standart Sapma
0,026

29

Anlamhlik Degeri

p= 0,05
P<0,001%**
P<0,001***
P<0,001%**
Anlamhhk Degeri

p= 0,05

P<0,01**

p= 0,05

p= 0,05
Anlamhhk Degeri

P<0,001%***
P<0,001%***

p= 0,05
P<0,001%***
Anlamhlik Degeri



100 uM 1,719 0,021 p=0,05

250 uM 1,654 0,025 P<0,001%**
500 uM 1,567 0,051 P<0,001%**
1000 uM 1,444 0,027 P<0,001%***

1. giinde kontrol ve 100 pM olan konsantrasyonlar arasinda p> 0,05 olarak
bulundu. Kontrol ve 250 uM, 500 uM, 1000 uM arasinda istatistiksel agidan p<0,001***
ileri diizeyde anlamli bulundu. 2. giinde 100 ve 250 M arasinda, 250 ve 500 uM arasinda,
250 ile 1000 uM arasinda P< 0,01 olarak bulundu. 3. giinde kontrol ve 100, 250, 1000 uM
olan konsantrasyonlar arasinda p<0,001*** ileri diizeyde anlamli bulundu, kontrol ve
500uM olan konsantrasyonlar arasinda p> 0,05 olarak bulundu. 4.giinde kontrol ve 100
UM olan konsantrasyonlar arasinda p> 0,05 olarak bulundu, 100,250 ve 500 uM arasinda

p=<0,001*** ileri diizeyde anlaml1 bulundu.

Sodyum tetra boratin saglikli insan lenfositleri iizerine uygulayip Neutral Red
yontemi ile degerlendirdigimizde canli hiicrelerin lizozomal aktivite absorbans degerlerini
sOyle bulduk; 1.giin kontrol grubunu degeri 1,54, 100 uM olan konsantrasyonda 1,55, 250
uM olan konsantrasyonda 1,45, 500 uM olan konsantrasyonda 1,43, 1000 uM olan
konsantrasyonda 1,53 dir. 2.giinde kontrol grubunu degeri 1,44, 100 uM olan
konsantrasyonda 1,49, 250 uM olan konsantrasyonda 1,36, 500 uM olan konsantrasyonda
1,45, 1000 uM olan konsantrasyonda 1,43’ diir. 3.giinde kontrol grubunu degeri 1,23, 100
uM olan konsantrasyonda 1,22, 250 puM olan konsantrasyonda 1,14, 500 uM olan
konsantrasyonda 1,30, 1000 uM olan konsantrasyonda 1,21°dir. 4.glinde ise kontrol
grubunu degeri 1,64, 100 uM olan konsantrasyonda 1,64, 250 uM olan konsantrasyonda
1,57, 500 uM olan konsantrasyonda 1,53, 1000 uM olan konsantrasyonda 1,64’ tiir. (Sekil
0).
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Sekil 6: Sodyum tetra boratin saglikli lenfositler iizerine lizozomal aktivite agisindan sitotoksik

etkileri.Anlamlilik degeri P<0,001*** olarak bulunmustur. (n=8)

Kontrol ve 250 uM ve 500 uM arasinda istatistiksel agidan p<0,001*** ileri diizeyde
anlamli bulundu. Kontrol ve 100 uM ve 1000 uM arasinda p> 0,05 olarak bulundu.2.
giinde 500 ve 1000 uM arasinda p> 0,05 olarak bulundu. 3. giinde 250 ve 500 uM olan
konsantrasyonlar arasinda p<0,001*** ileri diizeyde anlaml1 bulundu. 4. giinde ise kontrol
ve 100 ve 1000puM arasinda p> 0,05 olarak bulundu. 100uM olan konsantrasyonlar 250 ve
500 uM olan konsantrasyonlar arasinda p<0,001*** ileri diizeyde anlamli bulundu. Borik
Asit’t HL—60 hiicreleri iizerine uygulayip Neutral Red yontemi ile degerlendirdigimizde
canli hiicrelerin lizozomal aktivite absorbans degerlerini s6yle bulduk; 1.giin kontrol
grubunu degeri 1,43, 100 uM olan konsantrasyonda 1,38, 250 uM olan konsantrasyonda
1,40, 500 uM olan konsantrasyonda 1,37, 1000 uM olan konsantrasyonda 1,38 dir.
2.giinde kontrol grubunu degeri 1,44, 100 uM olan konsantrasyonda 1,51, 250 uM olan
konsantrasyonda 1,52, 500 uM olan konsantrasyonda 1,52, 1000 uM olan konsantrasyonda
1,34’ diir. 3.giinde kontrol grubunu degeri 1,43, 100 uM olan konsantrasyonda 1,44, 250
uM olan konsantrasyonda 1,43, 500 uM olan konsantrasyonda 1,45, 1000 uM olan
konsantrasyonda 1,42’ dir. 4.giinde ise kontrol grubunu degeri 1,44, 100 uM olan
konsantrasyonda 1,43, 250 uM olan konsantrasyonda 1,42, 500 uM olan konsantrasyonda
1,42, 1000 uM olan konsantrasyonda 1,42’ dir (Sekil 7).
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Tablo 6: Sodyum tetra boratin Saglikli Insan Lenfositleri Uzerine Olan Etkisinin Istatistiksel Sonuclari

(Neutral Red)
Sodyum tetra borat Ortalama Standart Sapma Anlamhlik Degeri
1.Giin
Kontrol 1,547 0,024
100 pM 1,551 0,023 p= 0,05
250 pM 1,458 0,022 P<0,001***
500 pM 1,432 0,014 P<0,001%**
1000 pM 1,534 0,016 p> 0,05
Sodyum tetra borat Ortalama Standart Sapma Anlamhlik Degeri
2.Giin
Kontrol 1,446 0,026
100 uM 1,499 0,005 P<0,001***
250 pM 1,362 0,029 P<0,001***
500 uM 1,451 0,025 p= 0,05
1000 pM 1,431 0,013 p> 0,05
Sodyum tetra borat Ortalama Standart Sapma Anlamhhk Degeri
3.Giin
Kontrol 1,230 0,009
100 uM 1,220 0,008 p= 0,05
250 pM 1,147 0,043 p= 0,05
500 uM 1,301 0,129 p=0,05
1000 uM 1,217 0,026 p=0,05
Sodyum tetra borat Ortalama Standart Sapma Anlamhhk Degeri
4.Giin
Kontrol 1,646 0,018
100 uM 1,645 0,022 p= 0,05
250 pM 1,572 0,018 P<0,001***
500 uM 1,530 0,013 P<0,001***
1000 uM 1,645 0,025 p= 0,05
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Sekil 7: Borik asitin HL-60 hiicreleri lizerine lizozomal aktivite agisindan sitotoksik etkileri.

Anlamlilik degeri P<0,05* olarak bulunmustur. (n=8)

Tablo 7: Borik Asitin HL-60 Hiicrelerine Olan Etkisinin Istatistiksel Sonuglari (Neutral Red)

Borik Asit 1.Giin

Kontrol

100 uM

250 uM

500 uM

1000 uM

Borik Asit 2.giin
Kontrol

100 uM

250 uM

500 puM

1000 uM

Borik Asit 3.giin
Kontrol

100 uM

250 uM

Ortalama

1,435
1,383
1,403
1,374
1,382
Ortalama
1,440
1,512
1,523
1,522
1,340
Ortalama
1,436
1,446
1,436

Standart Sapma

0,024

0,032

0,069

0,026

0,021

Standart Sapma
0,029

0, 004

0,017

0,010

0,032

Standart Sapma
0,022

0,017

0,019
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Anlamhlik Degeri

p=> 0,05

p= 0,05

P<0,05*

p= 0,05
Anlamhlik Degeri

P<0,001***
P<0,001%**
P<0,001%**
P<0,001%***
Anlamhlik Degeri

p>0,05
p>0,05



500 pM 1,457 0,027 p= 0,05

1000 pM 1,422 0,025 p> 0,05

Borik Asit 4.giin Ortalama Standart Sapma Anlamhhk Degeri
Kontrol 1,443 0,018

100 uM 1,340 0,037 P<0,001%***

250 uM 1,322 0,028 P<0,001***

500 uM 1,425 0,008 p= 0,05

1000 uM 1,425 0,014 p=0,05

1. giinde kontrol ve 500 uM arasinda istatistiksel agidan p< 0,05* gibi bir
anlamlilik bulundu. Diger konsantrasyonlar arasinda p> 0,05 olarak bulundur. 2. giinde
100 ve 1000 uM arasinda p< 0,001*** gibi bir anlamlilik bulundu. 3. giinde sadece 500 ve
1000 uM olan konsantrasyonlar arasinda p< 0,001*** gibi bir anlamlilik bulundu. 4. giinde
ise 100 ile 500 ve 1000 uM olan konsantrasyonlar arasinda p< 0,001*** gibi bir anlamlilik
bulundu. 500 ve 1000 uM arasinda ise p> 0,05 olarak bulundu.

Sodyum tetra borat’t HL-60 hiicreleri lizerine uygulayip Neutral Red yontemi ile
degerlendirdigimizde canli hiicrelerin lizozomal aktivite absorbans degerlerini sOyle
bulduk; 1.glin kontrol grubunu degeri 1,45, 100 uM olan konsantrasyonda 1,42, 250 uM
olan konsantrasyonda 1,36, 500 pM olan konsantrasyonda 1,40, 1000 pM olan
konsantrasyonda 1,34’ diir. 2.glinde kontrol grubunu degeri 1,44, 100 uM olan
konsantrasyonda 1,41, 250 uM olan konsantrasyonda 1,36, 500 uM olan konsantrasyonda
1,34, 1000 uM olan konsantrasyonda 1,32’ dir. 3.giinde kontrol grubunu degeri 1,45, 100
uM olan konsantrasyonda doz 1,16, 250 uM olan konsantrasyonda 1,23, 500 uM olan
konsantrasyonda 1,17, 1000 uM olan konsantrasyonda 1,30 dur. 4.giinde ise kontrol
grubunu degeri 1,45, 100uM olan konsantrasyonda 1,35, 250 uM olan konsantrasyonda
1,36, 500 uM olan konsantrasyonda 1,27, 1000 uM olan konsantrasyonda 1,11 dir (Sekil
8).
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Sekil 8: Sodyum tetra boratin HL-60 hiicreleri iizerine lizozomal aktivite agisindan sitotoksik etkileri.

Anlamlilik degeri P<0,001* olarak bulunmustur. (n=8)

1.glinde kontrol ve 100 uM olan konsantrasyonda p> 0,05 olarak bulundu. 250 uM,
500 pM, 1000 uM olan konsantrasyonlar ve kontrol arasinda istatistiksel acidan p<
0,001*** gibi bir anlamlilik bulundu. 2.giinde kontrol ve 100uM arasinda p> 0,05 olarak
bulundu. 100 uM ile 500 uM ve 1000 uM arasinda p< 0,001*** gibi bir anlamlilik
bulundu. 500 ve 1000 uM arasinda p> 0,05 olarak bulundu. 4. giinde ise 100 ile 500 ve
1000 uM arasinda istatistiksel agidan p< 0,001*** gibi bir anlamlilik bulundu.
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Tablo 8: Sodyum tetra boratin HL-60 Hiicrelerine Olan Etkisininistatistiksel Sonuglar1 (Neutral Red)

Sodyum tetra borat Ortalama Standart Sapma Anlamhlik Degeri
1.Giin
Kontrol 1,457 0,019
100 pM 1,420 0,031 p= 0,05
250 pM 1,364 0,025 P<0,001***
500 pM 1,401 0,029 P<0,001%**
1000 pM 1,349 0,024 P<0,001%**
Sodyum tetra borat Ortalama Standart Sapma Anlamhlik Degeri
2.Giin
Kontrol 1,447 0,038
100 uM 1,418 0, 068 p= 0,05
250 pM 1,362 0,024 P<0,001***
500 pM 1,340 0,013 P<0,001***
1000 pM 1,325 0,047 P<0,001%**
Sodyum tetra borat Ortalama Standart Sapma Anlamhhk Degeri
3.Giin
Kontrol 1,453 0,025
100 uM 1,165 0,026 P<0,001***
250 pM 1,235 0,046 P<0,001***
500 pM 1,170 0,023 P<0,001%**
1000 uM 1,305 0,011 P<0,001***
Sodyum tetra borat Ortalama Standart Sapma Anlamhhk Degeri
4.Giin
Kontrol 1,454 0,027
100 uM 1,359 0,027 P<0,001%**
250 pM 1,369 0,028 P<0,001***
500 pM 1,270 0,021 P<0,001***
1000 uM 1,112 0,002 P<0,001***
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Borik asit’i saglikli lenfositler iizerinde akridin oranj boyasi kullanilarak akis
hiicremetrede degerlendirildiginde; kontrol olarak kullandigimiz saglikli lenfositlere borik
asit uyguladigimizda kontrol de canli hiicre yiizdesini % 95,9; ylizde apoptotik oran1 % 0,8,
100 uM olan konsantrasyonda canli hiicre ylizdesini % 92,4; ylizde apoptotik oran1 % 1,3,
250 uM olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesini %90,4; apoptotik hiicre oranu % 1,8;
500 uM olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesini %87,3; yiizde apoptotik orani % 3,8,
1000 uM olan konsantrasyonda canlt hiicre yilizdesini %85,9; yilizde apoptotik oran % 2,5
olarak bulundu(Sekil 9).
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Sekil 9: Borik Asitin saglikli lenfositler lizerine olan etkisinin akim sitometride degerlendirilmesi
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Sodyum tetra borat’i(boraks) saglikli lenfositlere uyguladigimizda akridin oranj
boyasiyla akis hiicremetrede; kontrolde canl hiicre yiizdesini %95,9; yiizde apoptotik orani
% 0,8; 100 uM olan konsantrasyonda canli hiicre ylizdesini %90,66; ylizde apoptotik orani
% 3,4; 250 uM olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesini %96,2; yiizde apoptotik orani
% 1,0; 500 uM olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesini %95,5; ylizde apoptotik orani
% 2,1; 1000 uM olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesini %94,08; yilizde apoptotik
orani % 3,1 olarak bulundu(Sekil 10).
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Sekil 10: Sodyum tetra boratin saglikli lenfositler {izerine olan etkisinin akim sitometriyle degerlendirilmesi
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Borik asit’i HL-60 hiicrelerine uyguladigimizda

akridin oranj boyasiyla akis

hiicremetrede; kontrol de canli hiicre yiizdesini %85.,9; yiizde apoptotik oran % 3.5, 100

UM olan konsantrasyonda canli hiicre ylizdesini %83,06; yiizde apoptotik oran % 6,6, 250

UM olan konsantrasyonda canli hiicre ylizdesini %84,66; yiizde apoptotik oran % 5,7; 500

UM olan konsantrasyonda canli hiicre yilizdesini %84,09; apoptotik oran % 5,9; 1000 uM

olan konsantrasyonda canli hiicre ylizdesini %78,4; yiizde apoptotik oran %8,8 olarak

bulundu (Sekil 11).
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Sekil 11: Borik asitin HL-60 hiicrelerine olan etkisinin akim sitometride degerlendirilmesi
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Tablo 9: Saglikli Lenfositlere ve HL-60 Hiicrelerine Borik Asitin Apoptotik Etkisi

Apoptotik Hiicre Yiizdesi | Canli Hiicre Yiizdesi % Apoptotik Oran

Lenfosit 0,79 95,9 0,8
Borik Asit

Kontrol

Lenfosit 1,23 92,8 1,3
Borik Asit

100 mikromolar

Lenfosit 1,66 90,4 1,8
Borik Asit
250 mikromolar
Lenfosit 3,47 87,3 3,8
Borik Asit

500 mikromolar

Lenfosit 2,27 85,9 2,5
Borik Asit 1000

mikromolar

HL-60 3,16 85,9 3,5
Borik Asit
Kontrol

HL-60 5,92 83,06 6,6
Borik Asit

100 mikromolar

HL-60 5,13 84,66 5,7
Borik Asit

250 mikromolar

HL-60 5,34 84,09 5,9
Borik Asit
500 mikromolar

HL-60 7,57 78,4 8,8
Borik Asit
1000 mikromolar
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Sodyum tetra borat’1(boraks) akut 16semi hiicrelerine uyguladigimizda akridin oranj
boyasiyla akis hiicremetre degerlendirdigimizde kontrolde canli hiicre yiizdesini %85,9;
yiizde apoptotik oran % 3,5; 100 uM olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesini %84,72;
yiizde apoptotik oran % 6,2; 250 uM olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesini %88,2;
yilizde apoptotik oran % 3,6; 500 uM olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesini %87,2;
yiizde apoptotik oran % 3,6; 1000 uM olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesini %85,3;
yiizde apoptotik oran % 4,9 olarak bulundu (Sekil 12).
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Sekil 12:Sodyum tetra boratin HL-60 hiicreleri iizerine olan etkisinin akim sitometride degerlendirilmesi
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Tablo 10: Saglikli Lenfositlere ve HL-60 Hiicrelerine Sodyum tetra boratin (boraks)
Apoptotik Etkisi

Apoptotik Hiicre Canli Hiicre Yiizdesi % Apoptotik Oran

Yiizdesi

Lenfosit 0,79 95,8 0,8
Sodyum tetra borat
Kontrol

Lenfosit 3,20 90,66 3.4
Sodyum tetra borat 100

mikromolar

Lenfosit 0,98 96,2 1,0
Sodyum tetra borat

250 mikromolar

Lenfosit 2,13 95,58 2,1
Sodyum tetra borat

500 mikromolar

Lenfosit 3,07 94,08 3,1
Sodyum tetra borat
1000 mikromolar

HL-60 3,16 85,9 3,5
Sodyum tetra borat

Kontrol

HL-60 5,60 84,72 6,2
Sodyum tetra borat

100 mikromolar

HL-60 3,30 88,2 3,6
Sodyum tetra borat

250 mikromolar

HL-60 3,30 87,2 3,6
Sodyum tetra borat

500 mikromolar

HL-60 4,44 85,3 4.9
Sodyum tetra borat

1000 mikromolar
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Saglikli lenfositlere borik asit uygulanmasi sonucunda gecirimli elektron
mikroskobu(TEM) ile elde edilen bulgular sdyledir; 100 uM uygulanan konsantrasyonda
kontrol grubuyla ayni goriintiler elde edilmisti. Bu nedenle goriinti olarak
bulunmamaktadir. Kontrol grubunda genetik materyal perinuklear alanda homojen bir
sekilde dagilmistir. Savunmada ve salgilamada gorevli sitoplazmik uzantilar spesifik
sekliyle goriintiilenebilmistir. 250 uM borik asit’e maruz kalan grup da sekonder lizozom
olusumlar1 ortaya ¢ikmig, mitokondriler sekillerini yitirmeye baslamistir. 500 uM borik
asit uygulanan lenfosit grubunda mikroniikleus olusumlar gozlenmis, hiicre g¢ekirdegi
spesifik seklini yitirmistir. 1000 uM borik aside maruz kalan lenfositlerde ise hiicre zar1
etrafinda apoptotik cisimcikler olugsmus ve hiicre ¢ekirdegi tamamen kenara itilmis,

organeller tam olarak goriintiilenemedi (Fotograf 1).

Saglikli lenfositlere sodyum tetra borat uygulanmasi sonucunda gegirimli elektron
mikroskobu (TEM) ile elde edilen bulgular soyledir; 100 uM uygulanan konsantrasyonda
da kontrol grubuyla ayni goriintiiler elde edilmistir. Bu nedenle goriintii olarak
bulunmamaktadir. Mitokondriler normal hiicresel yapilarii korumuslardir. Kristalarin
yapisinda herhangi bir deformasyon gézlenmedi. Cekirdek zari biitlinliigiinii korumustur.
250 puM sodyum tetra borata maruz kalan lenfosit grubunda ise mitokondri spesifik
seklinde degisimler, kristalarin normal diizeninde azalmalar goriildii. 500 uM sodyum tetra
borat uygulanan konsantrasyonda, mitokondrilerin sekillerinde ovalden yuvarlaga
dontigiimler gdzlenmistir, kristalarin diizenindeki bozulmalar bir miktar daha artmistir.
1000 uM sodyum tetra borat uygulanan lenfositlerde mitokondriler tamamen sekillerini
yitirmis, kristalar1 par¢alanmistir. Endoplazmik retikulum zar biitiinliglinii kaybetmis,

birbirinden bagimsiz pargaciklar seklinde stoplazmaya dagilmislardir(Fotograf 2).
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Fotograf 1: Saglikli lenfositlere borik asit uygulanmasi sonucunda gegirimli elektron mikroskobu ile ince
yap1 degisikliklerinin degerlendirilmesi. A-Kontrol grubu (x2550), B-250 pM borik asit konsantrasyonu
(x6000), C-500 pM borik asit konsantrasyonu (x2550), D-1000 pM borik asit konsantrasyonu (x2550)
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Fotograf 2: Saglikli lenfositlere sodyum tetra borat uygulanmasi sonucunda gegirimli elektron mikroskobu
ile ince yap1 degisikliklerinin degerlendirilmesi. A-Kontrol grubu (x2550), B-250 uM sodyum tetra borat
konsantrasyonu (x6000), C-500 pM sodyum tetra borat konsantrasyonu (x6000), D-1000 uM sodyum tetra
borat konsantrasyonu (x6000)
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Borik asit HL-60 hiicreleri iizerine uygulandiginda gecirimli elektron mikroskobu
(TEM) ile elde edilen bulgular sdyledir; kontrol grubundaki hiicrelerin plazma ve ¢ekirdek
zar biitlinligii bozulmamistir. Spesifik morfolojik yapisint korumustur. 100 pM uygulanan
borik asit konsantrasyonunda goriilen degisiklikler kontrol grubundan farkli olmadig igin
goriintiileri yer almamaktadir. 250 uM borik asit e maruz kalan HL—60 hiicrelerinde
cekirdek boliinmesinin baslangic evresinde hiicre goriintiilenmistir. Genetik materyal
ortada toplanmig ve ikiye boliinmek i¢in hiicrede hazirlik baslamistir. 500 uM borik asit
uygulanan HL-60 hiicrelerinde ¢ift nukleus olusumu goézlendi ve mikronukleuslara
rastlandi. 1000 uM olan borik asit konsantrasyonda ise hiicre ¢ekirdegi spesifik seklini
yitirmis, hiicre zarinin yapisinin tamamen bozulmus, stoplazmadaki organeller yapisini
kaybetmistir. Apoptotik cisimciklerin sayisi hiicre zarinin etrafinda artmistir. Hiicre
zarindaki apoptotik cisimcikler ve baloncuklar artmigtir (Fotograf 2). Kontrol grubunda en
ylksek dozda apoptotik baloncuklar olusmaya baslamis ancak HL—60 hiicreleri gibi zar
biitiinliigli tamamen bozulmamistir. Genetik materyal bir kenara itilmis olarak goriintiilendi
ancak HL—60 hiicrelerinde genetik materyal goriintiilemedi. Hiicre sadece zar yapisinda

goriintiilenebildi (Fotograf 3).

Sodyum tetra borat uygulanan HL—60 hiicrelerinin gegirimli elektron mikroskobu
(TEM) ile elde edilen bulgular séyledir; kontrol grubunda hiicrelerin plazma ve ¢ekirdek
zar biitiinliigii korunmustur. 100 pM sodyum tetra borat uygulanan hiicrelerde genel hiicre
goriiniimiinden ¢ok farkli bir goriintii izlenemedigi i¢in bu doz goriintii olarak yer
almamaktadir. 250 pM sodyum tetra borat uygulanan hiicrelerde sitoplazmada vakuoller
olusmus, genetik metaryal ¢ekirdek zarinin belli kisimlarinda yogunlasmistir. Hiicre zari
spesifik yapisini yitirmis ve zar ylizeyindeki uzantilar kaybolmus ve hiicre zar1 biiziilmeye
baslamistir. 500 pM uygulanan konsantrasyonda hiicre ¢ekirdeginde bulunan genetik
materyal bir koseye itilip ¢ekirdek yuvarlak olan seklini kaybetmeye baslamis ve hiicre
cekirdegi yarim ay seklinde goriintiilendi. 1000 pM sodyum tetra borat uygulanan
hiicrelerin mitokondilerin kristalari tamamen parc¢alanmis, dev mitokondriler gdzlemlendi.

Endoplazmik retikulum biitiinliiglinii kaybetmistir ve yer yer par¢alanmistir (Fotograf 4).
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Fotograf 3: HL-60 hiicrelerine borik asit uygulanmasi sonucunda gecirimli elektron mikroskobu ile ince
yap1 degisikliklerinin degerlendirilmesi. A-Kontrol grubu (x2550), B-250 pM borik asit konsantrasyonu
(x2550), C-500 uM borik asit konsantrasyonu (x2550), D-1000 pM borik asit konsantrasyonu (x2550)
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Fotograf 4: HL-60 hiicrelerine sodyum tetra borat uygulanmasi sonucunda gegirimli elektron mikroskobu ile
ince yapr degisikliklerinin degerlendirilmesi. A-Kontrol grubu (x2550), B-250 pM sodyum tetra borat
konsantrasyonu (x2550), C-500 pM sodyum tetra borat konsantrasyonu (x2550), D-1000 uM sodyum tetra
borat s konsantrasyonu (x6000)
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9. TARTISMA

Calismamizda saglikli insan lenfositleri ve akut 16semi hiicreleri {izerinde (HL-60)
borik asit ve sodyum tetra borat bilesiklerinin etkilerini arastirildi. Bunun igin sitotoksisite
testlerinden mitokondriyal aktiviteyi 6lgmek icin MTT yoOntemini, lizozomal aktiviteyi
6lemek i¢in Neutral Red boyasini, apoptozu degerlendirmek i¢in akim sitometride akridin
oranj boyasini, ince yapr degisikliklerini tespit edebilmek igin gegirimli elektron

mikroskobunu kullanildi.

Borik asiti saglikli insan lenfositleri {izerine uygulayip MTT yontemi ile
degerlendirdigimizde hiicrelerin MTT absorbans degerlerini sdyle bulduk; 3. giinde kontrol
grubunu degeri 0,34, 100 uM olan konsantrasyon 0,23, 250 uM olan konsantrasyon 0,24,
500 uM olan konsantrasyon 0,25, 1000 uM olan konsantrasyon 0,25°dir. 4.glinde ise
kontrol grubunu degeri 0,19, 100 puM olan konsantrasyon 0,12, 250 puM olan
konsantrasyon 0,12, 500 uM olan konsantrasyon 0,11, 1000 uM olan konsantrasyon
0,11°dir. (Sekil 1). Saglikli lenfositlerde borik asit olan kuyucuklarda konsantrasyona bagh
olarak mitokondriyal aktivitede azalma saptanmistir. Esas etki 250 pM olan
konsantrasyonda baslamistir. 3. ve 4. giinlerde MTT test degerlerinin azalmasi kontrolde
de oldugu i¢in kiiltiir sartlarina (medium, hiicre toksinleri) baglanmistir. Yine doza bagh
olarak bu giinlerde MTT absorbansinda azalma vardir. Borik asit’in insan lenfositleri
izerine mitokondriyal aktiviteyi ve proliferasyonu azaltict etkisi oldugu diistiniilmiistiir.
Normal lenfositler iizerine borik asit etkisini gdsteren literatiir ¢alismasi olmadigindan

kiyaslama yapilamamustir.

Sodyum tetra boratin saglikli insan lenfositleri iizerine uygulayip MTT yontemi ile
degerlendirdigimizde hiicrelerin MTT absorbans degerlerini soyle bulduk; 1.giin kontrol
grubunu degeri 0,42, 100 uM olan konsantrasyon 0,40, 250 uM olan konsantrasyon 0,40,
500 uM olan konsantrasyon 0,34, 1000 uM olan konsantrasyon 0,32’dir. 2.giinde kontrol
grubunu degeri 0,46, 100 uM olan konsantrasyon 0,45, 250 uM olan konsantrasyon 0,41,
500 uM olan konsantrasyon 0,41, 1000 uM olan konsantrasyon 0,43’ diir. Sodyum tetra
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boratta 1.glinde 500 uM konsantrasyonda 2. giinde 250, 500, 1000 uM olan dozda anti-
proliferatif etki goriilmiistiir. Sodyum tetra borat’in insan lenfositleri iizerinde goriilen
etkisinin 1.giinde 6zellikle 500 ve 1000 uM konsantrasyonda gosterdigidir. (Sekil 2). 2., 3.
ve 4. gilinlerde doza bagli toksik etki bakimindan aralarinda fark goriilmemistir. Sodyum
tetra borat’ta goriilen 3. ve 4. giinlerdeki MTT absorbansindaki azalma kiiltiir sartlarina
baglanmistir(medium ve hiicre toksinleri). Kontrole gore belirgin olarak sodyum tetra
borat’in lenfositleri inhibe ettigi goriilmistiir. Sodyum tetra borat’in insan lenfositleri
tizerine etkisini gosteren literatiir olmadigindan kiyaslama yapilamamistir. Ancak
bulgularimiza gore sodyum tetra borat’in’ insan lenfositlerinin proliferasyonunu

engelleyici ve mitokondriyal aktiviteyi azaltici etkisi vardir.

Borik asiti  HL-60 hiicreleri iizerine uygulayip MTT yontemi ile
degerlendirdigimizde canli hiicrelerin mitokondrilerinin absorbans degerlerini sdyle
bulduk; 3.glinde kontrol grubunu degeri 0,53, 100 uM olan konsantrasyon 0,34, 250 uM
olan konsantrasyon 0,32, 500 uM olan konsantrasyon 0,25, 1000 uM olan konsantrasyon
0,22°dir. 4.glinde ise kontrol grubunu degeri 0,48, 10 OuM olan konsantrasyon 0,36, 250
uM olan konsantrasyon 0,36, 500 puM olan konsantrasyon 0,38, 1000 uM olan
konsantrasyon 0,34’°tlir (Sekil 3). Elde ettigimiz bulgulara gore borik asit esas etkisini
3.glinde ortaya c¢ikarmaktadir. 3. giinde 500 ve 1000 uM olan konsantrasyonlardaki etki
100 ve 250 uM olan konsantrasyona gore daha fazla olmaktadir. Bu sonuclara gore borik
asit HL—60 hiicre serisi ilizerine proliferasyonu engelleyici ve mitokondriyal aktiviteyi
azaltic1 etkiye sahiptir ve bu doz ile iliskilidir. 4. giinde ise proliferatif etki azalmaktadir.
Bu konuda prostat kanseri hiicre serisi iizerinde yapilan ¢alismada borik asit’in DU-145
hiicre serisi iizerinde 100, 250, 500 ve 1000 uM olan konsantrasyonlarda doza bagli olarak

MTT absorbansinda azalma gdsterdigi bulunmustur(44).

Sodyum tetra boratt HL—60 hiicreleri lizerine uygulayip MTT ydntemi ile
degerlendirdigimizde canli hiicrelerin mitokondrilerinin absorbans degerlerini soOyle
bulduk; 2. giinde kontrol grubunu degeri 0,41, 100 M olan 29’dur. 3.giinde kontrol
grubunu degeri 0,43, 100 uM olan konsantrasyon 0,36, 250 uM olan konsantrasyon 0,32,
250 uM olan konsantrasyon 0,32, 500 uM olan konsantrasyon 0,34, 1000 uM olan
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konsantrasyon 0,33, 500 uM olan konsantrasyon 0,24, 1000 uM olan konsantrasyon
0,23°dir. 4.glinde ise kontrol grubunu degeri 0,46, 100 uM olan konsantrasyon 0,43, 250
uM olan konsantrasyon 0,41, 500 pM olan konsantrasyon 0,41, 1000 uM olan
konsantrasyon 0,33’tiir. Sodyum tetra borat’in 1. gilinde etkisi 1000uM olan
konsantrasyonda baglamistir. Esas etkisi 2. giinde konsantrasyona bagli olarak bir azalma
gorlilmiistiir en fazlada 1000 pM olan konsantrasyonda goriilmiistiir. 3. giinde
konsantrasyona bagli azalma goriilmiistiir. 4. giinde bu etki azalmaktadir. Bu bulgulara
gore sodyum tetra borat’ta borik asit gibi HL-60 16semi hiicrelerinde proliferasyonu ve
mitokondriyal aktiviteyi azaltmaktadir. Literatiirde bu konuyla ilgili ¢alisma olmadigindan

kiyaslama yapilamamustir.(Sekil 4).

Borik Asiti saglikli insan lenfositleri iizerine uygulayip Neutral Red yontemi ile
degerlendirdigimizde canli hiicrelerin lizozomal aktivite absorbans degerlerini sdyle
bulduk; 3. giinde kontrol grubunu degeri 1,23, 100 uM olan konsantrasyon 1,34, 250 uM
olan konsantrasyon 1,42, 500 uM olan konsantrasyon 1,22, 1000 uM olan konsantrasyon
1,11°dir. 4.glinde ise kontrol grubunu degeri 1,74, 100 uM olan konsantrasyon 1,71, 250
uM olan konsantrasyon 1,65, 500 puM olan konsantrasyon 1,56, 1000 uM olan
konsantrasyon 1,44’tiir. Borik asit saglikli insan lenfositlerinde sadece 3. giinde etkili
oldugu gozlemlenmistir. 4. giin bu etki ortadan kalkmaktadir. Bu bulgulara gére borik
asitin saglikli insan lenfositleri lizozomlar: {izerine ¢ok sinirlt etkisinin oldugu sonucuna

varilmigtir (Sekil 5).

Borik Asiti HL-60 hiicreleri iizerine uygulaylp Neutral Red yontemi ile
degerlendirdigimizde canli hiicrelerin lizozomal aktivite absorbans degerlerini sOyle
bulduk; 2. giinde kontrol grubunu degeri 1,44, 100 uM olan konsantrasyon 1,51, 250 uM
olan konsantrasyon 1,52, 500 uM olan konsantrasyon 1,52, 1000 pM olan konsantrasyon
1,34°diir. 3.glinde kontrol grubunu degeri 1,43, 100 uM olan konsantrasyon 1,44, 250 uM
olan konsantrasyon 1,43, 500 uM olan konsantrasyon 1,45, 1000 uM olan konsantrasyon
1,42°dir. 4.glinde ise kontrol grubunu degeri 1,44, 100 uM olan konsantrasyon 1,43,
250uM olan konsantrasyon 1,42, 500 uM olan konsantrasyon 1,42, 1000 pM olan

konsantrasyon 1,42’tiir. Borik asit’in HL-60 hiicrelerinde 6zellikle 2. giinde lizozomal
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aktivitede artisa neden olmustur. Diger giinlerde 6nemli bir fark goriilmemistir. Borik asit
ile Neutral Red yontemi kullanilarak lizozomal aktivite agisindan 16semi hiicreleri lizerinde
yapilan bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bizim elde ettigimiz bulgular borik asitin HL—60
hiicre serisi iizerine 48. saatte lizozomal aktiviteyi azaltarak etkiledigini gostermistir (Sekil

6).

Sodyum tetra boratin saglikli insan lenfositleri lizerine uygulayip Neutral Red
yontemi ile degerlendirdigimizde canli hiicrelerin lizozomal aktivite absorbans degerlerini
sOyle bulduk; 2.giinde kontrol grubunu degeri 1,44, 100 uM olan konsantrasyon 1,49, 250
uM olan konsantrasyon 1,36, 500 uM olan konsantrasyon 1,45, 1000 uM olan
konsantrasyon 1,43 diir. 4.giinde ise kontrol grubunu degeri 1,64, 100 puM olan
konsantrasyon 1,64, 250 uM olan konsantrasyon 1,57, 500 uM olan konsantrasyon 1,53,
1000 uM olan konsantrasyon 1,64’tiir. Sodyum tetra borat 2. ve 4. giinde lizozomal
aktivitede azalmaya neden olmustur(Sekil 7). Verilerimize gore sodyum tetra borat normal

insan lenfositlerinde lizozomal aktiviteyi azaltmaktadir.

Sodyum tetra borati HL—60 hiicreleri iizerine uygulayip Neutral Red yontemi ile
degerlendirdigimizde canli hiicrelerin lizozomal aktivite absorbans degerlerini sdyle
bulduk; 2.glinde kontrol grubunu degeri 1,44, 100 uM olan konsantrasyon 1,41, 250 uM
olan konsantrasyon 1,36, 500 uM olan konsantrasyon 1,34, 1000 uM olan konsantrasyon
1,32°dir. 3.glinde kontrol grubunu degeri 1,45, 100uM olan konsantrasyon 1,16, 250 uM
olan konsantrasyon 1,23, 500 uM olan konsantrasyon 1,17, 1000 pM olan konsantrasyon
1,30’dur. 4.giinde ise kontrol grubunu degeri 1,45, 100 uM olan konsantrasyon 1,35, 250
uM olan konsantrasyon 1,36, 500 uM olan konsantrasyon 1,27, 1000 uM olan doz
1,11°dir. Sodyum tetra borat HL-60 hiicreleri iizerinde 2., 3., ve 4. giinlerde anlaml bir
azalma goriilmiistiir. (Sekil 8). Bu bulgulara gore borik asit lizozomal aktiviteyi arttirmis
sodyum tetra borat ise azaltmistir. Sodyum tetra borat ile Neutral Red yontemi kullanilarak
lizozomal aktivite acisindan I6semi hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu farkliligin nedeni hiicre i¢indeki organellere baglanma, etkiledigi
sistemlerin yapisi, yapisina girdikleri niikleotit, enzimler ve proteinlerin farkli olmasindan

kaynaklanmis olabilir.
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Borik asiti saglikli lenfositler iizerinde akridin oranj boyasi kullanilarak akis
hiicremetrede degerlendirildiginde; kontrol olarak kullandigimiz saglikli lenfositlere borik
asit uyguladigimizda 1000 pM olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesini %85,9; ylizde
apoptotik oran % 2,5 olarak bulduk(Sekil 9). Borik asit’in 1000 pM olan
konsantrasyonunun normal lenfositlere olan etkisi % 2,5 iken l6semi hiicrelerinde bu
ylizdenin %38,8 ‘e ulastigi gdzlemlenmistir. Bulgularimiza gore borik asit’in normal

lenfositler lizerine sinirl etkisi bulunmaktadir.

Sodyum tetra borat1 (boraks) saglikli lenfositlere uyguladigimizda akridin oranj
boyasiyla akis hiicremetrede; 1000 uM olan konsantrasyonda canli hiicre ylizdesini
%94,08; yiizde apoptotik oram1 % 3,1 olarak bulduk(Sekil 10). Sodyum tetra borat’in
lenfositlerdeki ytlizde apoptotik orani en yiiksek dozda % 3,1 iken HL-60 hiicrelerinde bu
oran % 4.9’a ¢ikmaktadir. Sodyum tetra borat’ta borik asit kadar olmasa da losemi

hiicrelerine lenfositlere gére daha fazla etkilidir.

Borik asiti HL-60 hiicrelerine uyguladigimizda akridin oranj boyasiyla akis
hiicremetrede; 1000 pM olan konsantrasyonda canli hiicre yiizdesini %78.,4; yiizde
apoptotik oran % 8,8 olarak bulduk (Sekil 11). Borik asit’in 1000 pM olan
konsantrasyonunun normal lenfositlere olan etkisi % 2,5 iken ld6semi hiicrelerinde bu
ylizdenin %8.8 ‘e ulastig1 gézlemlendi. Bu da bize borik asit’in normal lenfositlere gore
16semi hiicrelerinde daha fazla apoptotik etki gosterdigini ve etkinligi icin daha genis

sayida hasta iceren ¢aligmalarla etkinligi acikliga kavusturulmali diisiincesini olusturdu.

Sodyum tetra borati(boraks) akut 16semi hiicrelerine uyguladigimizda akridin oranj
boyasiyla akis sitometride, 1000 uM olan konsantrasyonda canli hiicre yilizdesini %85,3;
ylizde apoptotik oran % 4,9 olarak bulduk (Sekil 12). Sodyum tetra borat, borik asit kadar

olmasa da 16semi hiicrelerinde saglikl1 lenfositlere kiyasla daha etkilidir.

Calismalarimizda kullandigimiz elektron mikroskobu 120 bin kilovat elektrik

giicine ve 300 bin kez biiylitme giicline sahiptir. Bu nedenle kullandigimiz bor
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bilesiklerinin hiicrelerin organellerini nasil etkilediginin arastirilmasi bakimindan biiyiik
bir Oneme sahiptir. Gegirimli elektron mikroskobu tiirlerinden 6zellikle biyolojik
numuneler i¢in tasarlanmistir (Philips Bio-Twin G2 Spirit) Saglikli lenfositlere borik asit
uygulanmasi sonucunda gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile elde edilen bulgular
sOyledir; 100 uM uygulanan dozda kontrol grubuyla ayni goriintiiler elde edilmistir.
Kontrol grubunda genetik materyal perinuklear alanda homojen bir sekilde dagilmistir.
Savunmada ve salgilamada gorevli sitoplazmik uzantilar spesifik  sekliyle
goriintiilenebilmistir. 250 pM borik asit’ e maruz kalan grup da sekonder lizozom
olusumlar1 ortaya ¢ikmis,mitokondriler sekillerini yitirmeye baslamistir. 500 uM borik asit
uygulanan lenfosit grubunda mikroniikleus olusumlar gozlenmis, hiicre ¢ekirdegi spesifik
seklini yitirmistir. 1000 uM borik aside maruz kalan lenfositlerde ise hiicre zar1 etrafinda
apoptotik cisimcikler olusmustur. Ve hiicre ¢ekirdegi tamamen kenara itilmis, organeller
tam olarak goriintiilenememistir (Fotograf 1). Goriintiilere gore 500 uM’dan sonra borik
asit saglikli insan lenfositlerine zarar veriyor diyebiliriz. Hiicre organellerinde en ¢ok

mitokondrilerin zarar gérdiigli goriintiilenmistir.

Saglikli lenfositlere sodyum tetra borat uygulanmasi sonucunda gegirimli elektron
mikroskobu (TEM) ile elde edilen bulgular soyledir; 500 puM boraks uygulanan
konsantrasyonda, mitokondrilerin sekillerinde ovalden yuvarlaga doniisiimler gozlenmistir,
kristalarin diizenindeki bozulmalar bir miktar daha artmistir. 1000 uM boraks uygulanan
lenfositlerde mitokondriler tamamen sekillerini yitirmig, kristalar1 parcalanmistir.
Endoplazmik retikulum zar biitliinligiinii kaybetmis, birbirinden bagimsiz parcaciklar
seklinde stoplazmaya dagilmislardir. Saghkli lenfositlere sodyum tetra borat
uygulandiginda 500 uM konsantrasyondan sonra mitokondrilerde bozulmalar saptanmistir,
mitokondrilerin kristalar1 pargalanmaya baglamistir. Dolayisiyla bor bilesikleri 500 uM
olan konsantrasyonda lenfositlere toksik etki gosteriyor diyebiliriz(Fotograf 2). Cilinkii hem
borik asit’te hem de sodyum tetra boratta 1000uM’da hiicrede apoptotik cisimcikler
saptanmistir, bu dozda normal lenfositlerde HL-60 hiicrelerindeki kadar toksik etki
gozlenmemistir. Elektron mikroskobu goriintiisiine gore konsantrasyon arttikga normal

hiicrelere gore 16semi hiicrelerinde daha patolojik degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir.
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Borik asit HL-60 hiicreleri {izerine uygulandiginda gec¢irimli elektron mikroskobu
(TEM) ile elde edilen bulgular sdyledir; kontrol grubundaki hiicrelerin plazma ve ¢ekirdek
zar biitlinliigli bozulmamistir. Spesifik morfolojik yapisini korumustur. 500 pM borik asit
uygulanan HL-60 hiicrelerinde ¢ift nukleus olusumu gozlenmis ve mikronukleuslara
rastlanmistir. 1000 uM olan borik asit konsantrasyonda ise hiicre ¢ekirdegi spesifik seklini
yitirmis, hiicre zarinin yapisinin tamamen bozulmus, stoplazmadaki organeller yapisini
kaybetmistir ve gdzlemlenememektedir. Apoptotik cisimciklerin sayist hiicre zarinin
etrafinda  artmistir. Hiicre zarindaki apoptotik  cisimcikler ve baloncuklar
artmistir(Fotograf 3) Kontrol olarak kullandigimiz saglikli insan lenfositlerinde ve akut
16semi hiicrelerinde 500 uM ayni bulgularin saptanmasi bu bilesiklerin 500uM dan sonra
hiicre tarafindan toksik etkisinin daha fazla hissedildigi ve hiicreyi apoptozise gotiiriirken

de hiicre tarafindan bir 6liim sinyali olarak algilandigini1 gostermektedir.

Sodyum tetra borat uygulanan HL-60 hiicrelerinin gegirimli elektron
mikroskobu(TEM) ile elde edilen bulgular sdyledir; kontrol grubunda hiicrelerin plazma ve
cekirdek zar biitiinliigii korunmustur. 500 pM uygulanan dozda hiicre ¢ekirdeginde
bulunan genetik materyal bir koseye itilip ¢ekirdek yuvarlak olan seklini kaybetmeye
baslamis ve hiicre ¢ekirdegi yarim ay seklinde goriintiillenmigtir. 1000 pM boraks
uygulanan hiicrelerin mitokondilerin kristalar1 tamamen parcalanmis, dev mitokondriler
gbzlemlenmistir. Endoplazmik retikulum biitiinliigiinii kaybetmistir ve yer yer par¢alanmis
oldugunu bulduk.(Fotograf 4). Sodyum tetra borat akut 16semi hiicrelerine uygulandiginda
borik asit kadar hiicre morfolojisinde ¢ok biiyiik degisikliklere rastlanmamustir. En yiiksek
doz olan 1000 uM mitokondrileri etkilemis dev mitokondri olusumlar1 gézlemlenmis ve

mitokondrilerin kristalarinin pargalandigi elektron mikroskobunda goriintiilenmistir.

Hem mikronukleus olusumlar1 hemde ¢ift nukleus olusumlari 16semi hiicreleri igin
ozellikle borik asit’in sonrasi toksik etkili oldugu goriilmiistir. Kullandigimiz bor
bilesiklerinden Ozellikle borik asit’in hiicreyi apotozise gotiiriirken mitokondriyal yolu
etkiledigi diistiniilmektedir ve ge¢irimli elektron mikroskobunun kanser hiicreleri

tizerindeki ila¢ niteliginde kullanabilecek toksik maddelerin etkilerini arastirmada ve
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konsantrasyona bagli olarak hiicrenin apoptozise gitmesinin goriintiilenmesinde iyi bir arag

oldugu diisiiniilmektedir.

Bor bilesiklerinin proteozom inhibitdrii olarak ¢alistigi diisiiniilmektedir.
Proteozomlar multikatalitik enzimkompleksidirler. Nukleus ve stoplazmadan eksprese
edilirler. 19S ubiquitini olan proteinleri tanirlar. Ubiquitin baglanarak yikim ig¢in
hedeflenmis proteinleri sindiren ¢oklu proteaz enzimleridir. Ubiquitin ise tiim hiicrelerde
bulunan, evrim sirasinda ¢ok iyi korunmus (bakterilerden insana kadar) hemen hemen ayni1
yapiya sahip 76 aminoasitli bir proteindir. Ubiquitin molekiilii, ayristirilacak proteinde
lizin kalintisina baglanir. Sonra diger ubiquitin molekiilleri birinciye baglanir, bilesik
diizenleyici pargacik tarafindan taninir; protein kivrimi ATP’den enerji kullanarak ATPaz
tarafindan acilir; protein merkezi pargacigin igine tasinarak yerlestirilir ve burada her
birinde yaklasik 8 aminoasit bulunan peptitlere parcalanir. Bu peptitler heniiz bilinmeyen
bir sekilde sitozole tasinir. Ubiquitin ise yeniden kullanilmak {izere diizenleyici parcacik
tarafindan serbest birakilir. Bor bilesiklerinin de ubiquitine baglanarak kanserli hiicreleri

yok ettigi diigiiniilmektedir.
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10. SONUCLAR

1) Borik asitin saglikli lenfositler lizerinde MTT yontemine gore en ylksek
konsantrasyon olan 1000 uM’da % 20’lik mitokondriyal aktivitede bir azalma yaptigi
goriilmiistiir. Istatistiksel agidan p< 0,001*** ileri diizeyde fark bulunmustur.

2) Sodyum tetra borat ise MTT yontemine gore 1. giinde % 25’lik mitokondriyal
aktivitede bir azalma yaptig1 goriilmiistiir, ancak diger giinlerde ve konsantrasyonlarda
ayni azalma goriilmemistir. 2. giiniin 100 uM olan konsantrasyonda, 3. ve 4. giinlerin 1000
UM olan konsantrasyonlar1 arasinda kontrole gore bir fark bulunmamistir. 1. ve 2. giinde
kontrol ve konsantrasyonlar arasinda istatistiksel a¢idan p< 0,001*** ileri diizeyde fark
bulunmustur. 3. ve 4. gilinlerin 1000 puM olan konsantrasyonda anlamli bir fark

bulunmamustir.

3) Borik asit HL-60 (losemi) hiicreleri tiizerinde MTT yontemine gore
degerlendirildiginde mitokondriyal aktivitede % 50’lik bir azalma goriilmistiir. 1. giinde
500 uM ve 1000 puM olan konsantrasyonlarda anlamlilik bulunmamistir. 2., 3., ve 4.
giinlerde tiim konsantrasyon da istatistiksel agidan p< 0,001*** ileri diizeyde fark

bulunmustur.

4) Sodyum tetra boratta ise MTT yontemine gore 16semi hiicrelerinde en fazla %
20’lik bir azalma goriilmiistiir. 1.glinde 1000 uM olan konsantrasyonda p< 0,05* 6nemli
derecede fark bulunmustur. Diger konsantrasyonlarda anlamli fark bulunmamistir. 2. ve 3.
giinde istatistiksel agidan p< 0,001*** ileri diizeyde fark bulunmustur. 4. giinde ise 100
UM olan konsantrasyonda p< 0,05* 6nemli derecede fark bulunmustur. 2., 3. ve 4. giinlerde

ise istatistiksel acidan p< 0,001*** ileri diizeyde fark bulunmustur.

5) Borik asit, Neutral Red yontemine gore saglikli lenfositler iizerinde 1. gilinde

konsantrasyon artisina bagli olarak lizozomal aktivitede bir azalma gostermistir. Diger
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giinler ve konsantrasyonlar arasinda ¢ok biiyiik farklar goriilmemistir. 1., 2. ve 4. giinlerin
100 uM olan konsantrasyonlarinda anlamli fark bulunmamistir. Diger konsantrasyonlar ve

giinler arasinda istatistiksel agidan p< 0,001*** ileri diizeyde fark bulunmustur.

6) Sodyum tetra boratin, Neutral Red yontemine gore saglikli lenfositler iizerinde
1., 2., 3., ve 4. giinde kontrol ve konsantrasyonlar arasinda anlamli bir farklilik

goriilmemistir.

7) Borik asitin Neutral Red yontemine goére HL-60 hiicreleri tizerinde 2.giinde 100,
250, 500uM olan konsantrasyonda lizozomal aktivitede artis goriilmiistiir.3.giinde ve
4.giinde konsantrasyonlar arasinda fark goriilmemektedir. 2, giinde kontrol ve

konsantrasyonlar arasinda istatistiksel agidan p< 0,001*** ileri diizeyde fark bulunmustur.

8) Sodyum tetra boratin, Neutral Red yontemine goére HL-60 hiicreleri iizerinde 1.
giinde ve 2. glinde konsantrasyona bagli olarak lizozomal aktivitesinde % 4’liik bir azalma
saptanmistir. 4.giinde ise kontrol ile karsilastirildiginda lizozomal aktivitede % 30’luk bir
azalma goriilmiistiir. Kontrol ve konsantrasyonlar arasinda istatistiksel agidan p< 0,001 ***

ileri diizeyde fark bulunmustur.

9) Borik asitin saglikli lenfositler lizerinde akridin oranj boyasi kullanilarak akis
hiicremetrede apoptotik etkisine bakildiginda en yiiksek konsantrasyonda % 2,5 oldugu

bulunmustur.

10) Sodyum tetra boratin saglikli lenfositler ilizerinde akridin oranj boyasi
kullanilarak akis hiicremetrede apoptotik etkisine bakildiginda en ytiksek konsantrasyon da

% 3,1 oldugu bulunmustur.

11) ) Borik asitin HL-60 hiicreleri iizerinde akridin oranj boyasi kullanilarak akis
hiicremetrede apoptotik etkisine bakildiginda en yiiksek konsantrasyonda % 8.8 oldugu

bulunmustur.
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12) Sodyum tetra boratin HL-60 hiicreleri {izerinde akridin oranj boyasi
kullanilarak akis hiicremetrede apoptotik etkisine bakildiginda en yiiksek konsantrasyonda

% 4,9 oldugu bulunmustur.

13) Borik asitin ve saglikli lenfositlere ve l6semi hiicreleri {izerine uygulanmasi
sonucunda gecirimli elektron mikroskobu (TEM) sonuglarina gore; borik asit’in 500 uM
konsantrasyonundan sonra borik asit saglikli insan lenfositlerinde ve 16semi hiicrelerinde
mikronukleus ve c¢ift nukleus olusumlarina yol a¢tigi goriintiilenmistir. 1000 uM olan
konsantrasyonda losemi hiicrelerine normal lenfositlere gore daha belirgin toksik etki

olusturmustur.

14) Sodyum tetra borat’in saglikli lenfositler ve 16semi hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda gecirimli elektron mikroskobu (TEM) sonuglarina gore, 500 pM’dan sonra
hiicre organellerinden en ¢ok mitokondrilerin zarar gordiigii endoplazmik retikulumunda
biitlinliigiinii kaybettigini sdyleyebiliriz. Bu etki 16semi hiicrelerinde saglikli lenfositlere

gore daha agikar bulunmustur.
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11. ONERILER

Yaptigimiz calisma bor bilesiklerinin HL-60 16semi hiicre tipi iizerine etkili
oldugunu gostermistir. Bu konuda I6semi hiicre soylar1 ve 16semik hastalarin hiicrelerinde
daha ¢ok sayida hastayla yapilacak caligmalar gerekmektedir. Bunun sonucuna gére bor

bilesiklerinin 16semi tedavisinde rolii agikliga kavusacaktir.

60



12. KAYNAKLAR DiZiNi

1) Abbas, K., Andrew, H., 1991, Cellular and Molecular Immunology, 10, 233-239 p.

2) Andreeff M., Darzynkiewicz Z, Sharpless TK, Clarkson BD, Melamed MR., 1980,
Discrimination of human leukemia subtypes by flow cytometry analysis of cellular

DNA and RNA, Blood. 1980 Feb; 55(2): 282-93p.

3) Arends, M.J., Wyllie, A.H., 1991,Apoptosis: mechanisms and roles in pathology,
International Reviews Experimental Pathology , 32,223 p.

4) Barile, F.A.,2001, Continuous cell lines as a model for drug toxicity assessment,Atla.,

Part IV 32-43 p.

5) Barret, J.M,. Erould, A.P,. Ferry, G,. Genton, A,. Boutin, J.A., 1993, Integrated
system for the screening of the specificity of protein kinase inhibitors.Biochemical

Pharmacology, 46,439-448 p.

6) Bozola, J.J., Russel, L.D.,1999, Electron Microscopy, 18-38 p.

7) Celis, J.E., 1998, Cell Biology. A Laboratory Handbook, San Diego, Academic Press
Vol 1, 264-267, 453s., Vol 3, 17 p.

8) Chapin, R.E., Ku W.W.,1994, The Productive toxicity of Boric Acid; Environmental
Health Persp, 102, 87-91p.

9) Cohen, J.,1993, J.Apoptosis Immunol Today, 14, 126-130 p.

61



KAYNAKLAR DIiZINI (Devam Ediyor)

10) Curtis, J.E,. Minkin, S., Minden, M.D., Mcculloch, E.A., 1996, A role for paclitaxel in
the combinatin chemotherapy af acute myeloblastic leukaemia: preclinal cell culture

studies, British Journal of Haematology, 95, 354-363 p.

11) Das, G.C., Holiday, D., Gallardo, R., Haas, C., 2001, Taxol-induced cell cycle arrest
and apoptosis: dose-response relationship in lung cancer cells of different wild-type

p53 status and under isogenic condition. Cancer Letters 165, 147-153 p.

12) Denizot, F., Lang, R., 1986, Rapid colorimetric assay for cell growth and survival
modifications to the tetrazolium dye procedure giving improved sensitivity and

reliability, Journal of Immunological Methods, 89, 271-77 p.

13) Dibas, A.Howard, J., Anwar, S., Stewart, D., Khan, A., 2000, Borato-1,2
diaminocylohexane Platinum (II),a Novel Anti-Tumor Drug . Biochemical and

Biophysical Research Communications, 270, 383—-386 p.

14) Dufty, M.J., Magurie, T.M., Hill, A., Mcdermott, E., O’higgins, N.,2000,
Metalloproteinases: role in breast carcinogenesis, invasion and metastasis, Breast

Cancer Research, 2, 252-257 p.

15) Duke, R.C., Gamne, S. ,Hanson, D.A,1998, Granulysin-induced apoptosis Involvement
of at least two distinct pathways, J Immunol, 161, 1758-1764 p.

16) Duwall, E., Wyllie, A.H.,1986, Death and the cell. Immunology Today, 7, 115, p.

62



KAYNAKLAR DIiZINI (Devam Ediyor)

17) Fenton, R.G., Longo, D.L.,1998, Cell Biology of cancer. Harrison’s Principle of
Internal Medicine. 14. Edition, CD-ROM, McGraw-Hill ,205-210 p.

18) Franks, L.M., 1997, What is cancer? Introduction to the Cellular and Molecular
Biology of Cancer. Editor: Franks, L.M. Teich, N.M., Oxford University Press, Oxford
, 1-19 p.

19) Freshney, 1., 1994, Culture of Animal Cells. A Manual of Basic Techniques. John
Wiley & Sons Inc. Publication. New York. , 45-195 p.

20) Fogh, J., 1998, Human tumor cells in vitro, , Plenum Press, New York, 115-159 p.

21) Fukuda, K., Hibiya, Y., Muto, M., Koshiji, M., Akao, S., Fujiwaro, H.,1999, Inhibition
by berberine of cyclooxygenase-2 transcriptional activity in human colon cancer cells,

Journal of Ethnopharmacology, 66, 227-33 p.

22) Gao, S., Scott, R.E., 2002, P2P-R protein overexpression restrics mitotic rogression at
prometaphase and promotes mitotic apoptosis, Journal of Cell Physiology, 193,199—
207p.

23) Gazdar, J.D., Mitchell, J.B.,1987, Evaluation of a tetrazolium-based semiautomated
colorimetric assay: assessment of chemosensitivity testing. Cancer Research ,47, 936—

942, p.

63



KAYNAKLAR DIiZINI (Devam Ediyor)

24) Gillies, R.J., Didier, N., Denton, M., 1986, Determination of cell number in monolayer

cultures, Analytical Biochemistry ,159,109—13 p.

25) Gomez-Lechon, J.V., 1997, In Vitro Methods in Pharmaceutical Research, London,
Academic Pres.84-86 p.

26) Hardy, K., Stark, J.,2002, Mathematical models of the balance between apoptosis and
proliferation Apoptosis 7, 373-381 p.

27) Hart, 1.R.,1998, The spread of tumours. Introduction to the Cellular and Molecular
Biology of Cancer. Editor: Franks, L.M., Teich, N.M., Oxford University Press,
Oxford, 21-32 p.

28) Hawkins, D.S., Demers, G.W., Galloway, D.A.,1996, Inactivation of p53 enhances

sensitivity to multiple chemotherapeutic agents. Cancer Research, 56,892-8 p.

29) Holst Hansen, C., Briinner, N., 1998, MTT cell proliferation assay, Cell Biology, A
Laboratory Handbook, 16-18 p.

30) Horakova, K., Sovcikova, A., Seemannova, Z., Syrova, D., Busanyova, K., Drobna, Z.,
Ferencik, M.,2001, Detection of drug-induced, superoxide-mediated cell damage and

its prevention by antioxidants, Free Radical Biology and Medicine, 30. 650-64 p.

31) Gomez-Lechon, J.V., In Vitro Methods in Pharmaceutical Research, 1993, 6, 439-448,
p.

64



KAYNAKLAR DIiZINI (Devam Ediyor)

32) Kagi, D., Vignau, F., Ledermann, B., et al., 1994,Fas and perforin pathways as major
mechanisms of T-cell mediated cytotoxicity Science, 265, 528-530p.

33) Karp, G., 1999, Cell and Molecular Biology. Concepts and Experiments. John Wiley
and Sons Inc., New York, 123-231 p.

34) Kiligturgay, K.,2003, immunoloji, 191-198 s.

35) Mason, RP., 1999, Calcium channel bolckers, apoptosis and cancer, Is there a

biologic relationship , 34,1857-1866 p.

36) Meyn, R.E., Stephens, L. C., Hunter, N. R., Milas, L., 1994, Induction of apoptosis in
murine tumors by cyclophosphamide, Cancer Chemotherapy and Pharmacology 33,

410-414 p.

37) Minna, J.D., Mitchell, J.B,. 1987, Evaluation of a tetrazolium-based semiautomated

colorimetric assay: assessment of chemosensitivity testing. Cancer Research, 47, 936—

942 p.

38) Mosmann, T., 1983, Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
Application to proliferation and cytotoxicity assays, Journal of Immunological

Methods, 65, 55-63 p.

39) Mumcu E., 2005, Seydi Cay1 Cevresinden Toplanan Su ve Toprak Orneklerinde
Ames/Salmonella/Mutajenite Testi ile Bor Elementinin Mutajenitesinin Arastiriimast,

Yiiksek Lisans Tezi

65



KAYNAKLAR DIiZINI (Devam Ediyor)

40) Murmu, N., Ghosh, P., Gomes, A., Mitra, S., Das, M., Besra, S.E., Majumdar, J.,
Bhattacharya, S., Sur, P., Vedasiromoni, J.R.,2002, Antineoplastic effect of new boron

compounds against leukemic cell lines and cells from leukemic patients, J. Exp.

Clinical Cancer Research Sep, 21 (3) 351-356 p.

41) Murmu, N., Mitra, S., Das, M., Gomes, A., Vedasiromoni, J.R., Ghosh, M.,
Bhattacharya, M., Ghosh, P., Biswas, J., Bhattacharya, S, Sur, P.,2001, Boron
compounds against human leukemic cells, Chittaranjan National Cancer Institute,

Calcutta, India. J.Exp.Clinical Cancer Research, Dec;20 (3), 511-5 p.

42) Miiftiioglu, E., 1995, Klinik Hematoloji, 363-365 s.

43) Pan, H., Yin, C., Van Dyke, T., 1997, Apoptosis and Cancer Mechanisms, Cancer
Surveys 29, 305-327 p.

44) Ralston, N.V., Hunt, C.D.,2004, Transmembrane partitioning of boron and other
elements in RAW 264.7 and HL60 cell cultures, United States Department of
Agriculture, Agricultural Research Service, Grand Forks Human Nutrition Research

Center, Grand Forks, Biol Trace Elem Res, 98(2),181-191 p.

45) Reile, H. Birnbock H., Bernhardt, G., Spruss, T., Schonenberger, H., 1990,
Computerized determination of growth kinetic curves and doubling times from cells in

microculture. Analytical Biochemistry, 187,262-267 p.

66



KAYNAKLAR DIiZINI (Devam Ediyor)

46) Rianovi, G., Colston, K. W.,1999, Vitamin D analogues suppress IGF-1 signalling and

promote apoptosis in breast cancer cells, European Journal of Cancer 35, 1717-1723 p.

47) Strum, B.S.,2003, Boron Fifth Element, Le Magazine November ,7-8 p.

48) Suarez C, Andreeff M, Miller DR, Steinherz PG, Melamed MM, 1985, DNA and RNA
determination in 111 cases of childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL) by flow

cytometry: correlation of FAB classification with DNA stemline and proliferation,

Blood. 1980 Feb;55(2):282-93.

49) Sayli, B,.2000, Insan Saglig1 ve Bor Minarelleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi-Eti
Holding Arastirma Projeleri 1

50) Simsek, A.,Velioglu, S.2004,insan Sagligi ve Beslenme Acisindan Bor,Anadolu

Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi ,123-130s.

51) Tedone, T., Correale, M., Paradiso, A., Reshkin, S. J.,1996, Differential
responsiveness of proliferation and cytokeratin release to stripped serum and oestrogen

in the human breast cancer cell line, MCF-7, European Journal of Cancer 32A, 849-856
p.

52) Tiirkiye Klinikleri Hematoloji Dergisi., Hematolojik-Onkoloji Ozel Sayis1, 2004., Cilt

2.,2-10s.

53) Ulukaya, E., 2004, Apoptozis Ders Notlari, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim dali

67



13. EKLER DiZiSi

68



14. OZGECMIS

Bireysel Bilgiler

Adi-Soyadz: Zerrin Cantiirk
Dogum tarihi ve yeri: 04.12.1976

Uyrugu: Tiirkiye Cumhuriyeti
Medeni Durumu: Evli

[letisim Adresleri: ~ Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Mikrobiyoloji

Anabilim Dal1 Yunusemre Kampusii 26470 Eskisehir, 0 222 335 05 81-3749.

Egitim Durumu:

1993, Atatiirk Lisesi, Eskisehir

1995, Osmangazi Universitesi SHMYO Tibbi Laboratuvar Boliimii
2003, Dumlupinar Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii

Yabana Dil: ingilizce

Mesleki Deneyim:

1996-2004 Anadolu Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari

20042006 Osmangazi Universitesi Hematoloji Béliimii, Molekiiler Hematoloji
Laboratuvari

20062007 Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali

Yayinlar:

1) Akay M, Akin E, Cantiirk Z, Giilbas Z,"Aspirin Direnci-280 saglikli eriskini i¢eren
prospektif bir ¢aligma"Tiirk Hematoloji Dernegi 32.Ulusal Kongresi, Sozli Bildiri,Vol. 23-
3,Antalya, 08/11/2006.

2) Akay M, Kahraman Z, Giilbas Z, "Imanitib Mesylate Causes Platelet Hypofunction in
Chronic Myelocytic Leukemia Patients"Turkish Journal of Haematology, Vol.22,396,
2005.

69



3) Akay M, Giindiiz E, Kahraman Z, Giilbas Z, "Effects of various Therapeutic Regimens
on Platelet Functions Patients with Myeloproliferative "Turkish Journal of Haematology,
Vo0l.22,607, 2005.

4) Giindiiz E, Cantiirk Z, Giilbas Z, "Thromboelastometry in Patients with idiopatic
Thrombocytopenic Purpura" Turkish Journal of Haematology, Vol.22,359, 2005.

5) Akay M, Uskiidar D, Kahraman Z, Giilbas Z. "Aspirin Resistance
Frequency:Aprospective study of 175 healthy men"30.International Haematology
Congress,Oral Presentation, 2005.

6) Akay M, Ustiiner Z, Kahraman Z, "Kanserli Hastalarda Tromboelastografi ile
Hiperkoagulabilitenin Degerlendirilmesi "Turkish Journal of Haematology, Vol.24, 2004.
7) Akay M, Mutlu F, Kahraman Z,Giilbas Z, "Kronik Myeloproliferatif Bozukluklarda
Trombosit Fonksiyonlarmin Optik ve Luminesans Aggregasyon Yontemi ile

Karsilastirilmasi" Turkish Journal of Haematology,Vol. 24, 2004.

Bilimsel Etkinlikler:

1) Osmangazi Universitesi Hematoloji Anabilim Dali, The Leukemia and Lymphoma
Training, (21-22/06/2005).

2) Istanbul Universitesi , Deneysel Tip Arastirma Merkezi, 12.Uygulamali Flow Sitometri
Egitimi, (26-30/06/2006).

3) Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilimdali, Viroloji ve Temel immunoloji Bilim Dal, Hiicre Kiiltiirleri Kursu, (30-
31/03/20069.

4) Osmangazi Universitesi, TICAM, Deney Hayvanlari ile Arastirma Temel Egitim Kursu,
(3-4/-5/2007).

5) Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Laboratuar Akreditasyon Kursu, (10-11/05/2007).

70





