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CINKO OKSIT TARAFINDAN UYARILAN NANOTOKSISITEYE KARSI BAZI
BOR BIiLESIKLERININ KORUYUCU ROLLERININ ARASTIRILMASI
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Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali

Genel Biyoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Giiniimiizde nanoteknoloji alani1 inanilmaz bir sekilde gelisme gostermektedir. Nanoteknolojinin
bu yiikselisine ragmen, nanomalzemelerin veya nanopartikiillerin insan sagligina potansiyel
riskleri, ¢cevre sorunlari ile birlikte yaygin kullanimi konusunda giderek artan endiselere yol
agmustir. Bu yapilardan ¢inko oksit nanopartikiilii (ZnO NP) giiniimiizde ilaglarda, kozmetikte
(dis macunu, giines kremleri), elektronik aletlerde (transistorler, sivi kristal ekranlar),
katalizorlerde, boyalarda, biyosensorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan in vivo vein
vitro ¢alismalarda, ZnO NP’lerinin antioksidan enzimleri inhibe ederek, lipit peroksidasyonunu
yiikselterek ve ROS iiretimini artirarak, doza bagimli bir sekilde oksidatif hasara yol actigi
tespit edilmistir. Diger taraftan, 6zellikle son yillarda antioksidan takviyesiyle oksidatif stresin
giderilmesi, nanotoksisiteye karsi en uygun strateji olarak kabul edilmektedir. Gliniimiize kadar
yapilan pek ¢ok arastirmada borun, insan saghigi i¢in birgok biyokimyasal ve metabolik
fonksiyonlarda rol alan bir element oldugu, antioksidan kapasiteyi giiglendirerek oksidatif
strese karst etkili oldugu bulunmustur. Bu nedenlerle, doktora tezi olarak sunulan bu ¢aligma
kapsaminda bor bilesiklerin (Borik asit (BA), Boraks (BX), Kolemanit (COL), Uleksit (UX),
Probertit (PBT)ve Kernit (KNT)) ZnO NP insan primer epitel hiicre (HPAEpiC) kiiltiirlerindeki
nanotoksik etkilerine kars1 potansiyel koruyucu rollerinin doza bagli olarak ilk defa arastirilmasi
amaglanmigtir. Hiicre yasayabilirligi (3- (4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolyum bromid
(MTT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) ve neutral red assay (NR) analizleri), oksidatif DNA hasar
tespiti (8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OH-dG) analizi) ve antioksidan kapasite (toplam
antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidatif durum (TOD) analizi ile) parametreleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Bulgularimiz uygulanan tim ZnO NP igeren bor bilesiklerinin
konsantrasyonlarimin ilave edildigi HPAEpiC hiicre kiiltiirlerinde gézlenen MTT, LDH, NR, 8-
OH-dG ve TOD degerleri ile kontrol grubunda gozlenen degerler arasinda istatiksel agidan bir
farklilik bulunmamustir. HPAEpiC hiicrelerinin ZnO NP'leri ve bor bilesikleriyle birlikte
muamelesinin, ZnO NP'ler tarafindan oksidatif hasarlara karsi farkli derecelerde alveolar-
koruma sagladigi bulunmustur. Kisaca antioksidan potansiyellerine gore test edilen bor
bilesiklerin etkinliklerinin BA=BX>UX>PBT>KNT>COL seklinde siralandigin1 ortaya
koymustur.
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Today, the field of nanotechnology has shown an incredible development. Despite this increase,
the potential risks to human health, together with environmental issues, have led to growing
concerns about their widespread use of nanomaterials or nanoparticles. ZnO NP structural
forms are oftened used as zinc oxide nanoparticles and are widely used in drugs, cosmetics
(toothpaste, sun creams), electronic devices (transistors, liquid crystal displays), catalysts,
paints, biosensors. In vivo and in vitro studies, ZnO NPs have been found to cause oxidative
damage in a dose-dependent manner by inhibiting antioxidant enzymes, elevating lipid
peroxidation and increasing ROS production. On the other hand, especially in recent years, the
elimination of oxidative stress with antioxidant supplementation is considered to be the most
appropriate strategy against nanotoxicity. To date, many studies have shown that boron plays a
role in many biochemical and metabolic functions for human health and is effective against
oxidative stress by strengthening the antioxidant capacity. For this reason, the aim of this study
is to investigate the potential protective roles of boron compounds (Boric acid (BA), Borax
(BX), Colemanite (COL), Ulexite (UX), Probertite (PBT) and Kernite (KNT)) against
nanotoxic effects of ZnO NP on human primary epithelial cell (HPAEpiC) cultures in relation
with the dose for the first time in the extent of this doctoral thesis. Cell viability (by 3- (4,5-
dimetil-tiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT), lactate dehydrogenase release (LDH)
and neutral red assay (NR) analyzes), oxidative DNA damage detection (8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OH-dG) analysis) and antioxidant capacity (by total antioxidant capacity
(TAC) and total oxidant status (TOS) analysis) parameters were evaluated. Our results showed
that there was no statistically significant difference between the values of MTT, LDH, NR, 8-
OH-dG and TOD values observed in HPAEpIC cell cultures with the addition of concentrations
of boron compounds containing all ZnO NP and also containing the values observed in the
control group. It has been found that treatment of HPAEpIC cells with ZnO NPs and boron
compounds provides different degrees of alveolar protection against oxidative damage by ZnO
NPs.Briefly, the activity of boron compounds tested according to their antioxidant potentials
revealed that they were classified as BA = BX> UX>PBT> KNT> COL.
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1. GIRIS

1.1. Nanoteknoloji

Giliniimiizde nanoteknoloji alani inanilmaz bir sekilde gelisme gostermistir (Karlsson et
al. 2008; Turkez et al. 2016). Nobel odiillii tGinlii fizik¢i Richard Feynman’in 1959
yilinda Kaliforniya Teknoloji Enstitlisii'ndeki konferansta kiigiik boyutlarda
yapilabilecek ¢ok seyin var oldugu, atomlarin kuantum seviyesinde kontrol
edilebilecegini, gelecegin bilim insanlarimin atom ve molekiilleri kullanarak daha
kompleks yapilar ortaya ¢ikarabileceklerini one siirerek yeni molekiiler organizasyona
sahip malzeme ve cihazlarin iiretilmesi lizerine yapmis oldugu konugmasi nanoteknoloji
ve nanobilimin baslangic1 olarak kabul edilmektedir (Fenyman 1959; Walker 2006;

Savolainen et al. 2010).

“Nano” kelimesi Yunanca’da ciice anlamina gelen ‘’nanos’’ kelimesinden tiiretilmistir
(Walker 2006). Nano bir uzunluk Olgiisii birimi olup metrenin milyarda birini veya
milimetrenin milyonda birimi ifade etmektedir. Bir nanometre (nm), 2-3 tane atomun
yan yana dizilmesiyle elde edilen uzunluktur (Thrall 2004; Konuk and Oktay 2007,
Syed et al. 2013). Nanoteknoloji ise yapi1 tasglari olarak atom veya molekiiller
kullanilarak nanometre boyutlarinda yapilarin islevsel olarak tasarlanip tretilmesi
amacityla pek cok arastirma alanim1 ya da disiplini birlestiren multidisipliner bir
teknoloji olarak tanimlanmaktadir (Thrall 2004; Kuzma et al. 2010; Gupta 2011; Syed
et al. 2013). Nanoboyutta yapilan arastirmalar ise nanobilim olarak adlandirilmaktadir
(Kocaefe 2007). Havacilik ve uzay arastirmalari, savunma sektorli, makine ve ingaat
endiistrileri, elektronik ve bilgisayar teknolojileri, malzeme ve iiretim sektorii, otomobil
ve metal endiistrisi, cevre ve enerji, gida ve tarim, kimya miihendisligi, hava kirliligi ve
giderilmesi, su aritma, tekstil, kozmetik, tip ve saglik sektorli nanoteknolojinin dnemli
kullanim alanlar1 arasinda yer almaktadir (Koch 2000; Salamanca 2005; Mamalis 2007,
Doak et al. 2009; Singh et al. 2009; Kuzma et al. 2010; Conti et al. 2011; Khare et al.
2011; Al-Subiai et al. 2012; Syed et al. 2013). Bu alanlarda kullanilmak tizere gesitli

ozelliklere sahip nanoboyutlarda nanomalzemeler sentezlenmeye baglanmistir.



Nanomalzemeler, malzemedeki nanoyapiin konumuna gore kategorize edilmektedir.
Hansen ve arkadaslari (2007) nanomalzemeleri, sisteme yerlestikleri konuma gore
siniflandirmayr  6nermislerdir. Buna goére malzemeler, yigin halinde nanoyapih
malzemeler, yiizeyinde nanoyapiya sahip malzemeler ve nanoyapili pargaciklar i¢eren
malzemeler olmak iizere ii¢ ana grupta smiflandirilirlar. Ayrica, bu kategoriler alt

kategorilere de ayrilmaktadirlar (Sekil 1.1).

NANOMATERYALLER

KUTLE YUZEYSEL

©

'\

Tek Bilesen ya da Coklu Bilesen

Yapisal Yiizey, Film ve Yapisal Film

PARTIKULLER

Yiizeye bagh Sivi icinde siispanse Kati icinde siispanse Hava icinde asih

Sekil 1.1. Nanomateryallerin sematik olarak gésterimi (Hansen et al. 2007)



Birinci kategoride bulunan yigin halindeki nanomalzemelerden 1a grubu sadece tek bir
bilesenden olugmasina ragmen, ornek olarak nanokristalin bakir (Schiotz andJacobsen
2003), 1b grubu iki veya daha fazla farkli bilesenden olugsmaktadir. Bu gruba 6rnek
olarak endiistriyel katalizorlerde destek malzemeleri olarak yaygin kullanima sahip olan
seramik zeolitlerdir (Chorkendorff and Niemantsverdriet 2003). Ikinci kategoride
nanoyap yiizeyde olup li¢ alt kategoriye ayrilir. 2a grubunda ylizeyi ve hacmi/kiitlesi
aynt malzemelerden olusmaktadir. Bunun bir 6rnegi, implant olarak kullanilan
materyallerdir (Kasemo and Gold 1999; Gadegaard et al. 2003). 2b grubunda, farkli bir
malzemeden bir alt-tabaka ve onun {izerine nano Ol¢ekli desensiz ince bir tabaka
bulunurken, 2c grubunda ise desenli ince bir tabaka bulunur. Araba ve pencerelerde
bulunan kirlemeyi Onleyici malzemeler ile gdzliikklerde bulunan yansima onleyici
kaplamalar 2b grubuna (Hansen et al. 2007), sabit disklerin okuma / yazma kisimlari
(Zhu 2003) 2¢ grubuna 6rnek olarak verilebilir. Ugiincii kategori, partikiil boyutlar1 en
az iki boyutlu parcaciklar olarak tanimlanabilen nanopartikiilleri icermektedir (Maynard
and Aitken 2007).

Nanopartikiiller (NP), 1-100 nm boyutlarinda olan kolloidal yapilardir. Sentetik veya
dogal kaynakli bir makromolekiilden meydana gelirler (Ryan 1996; Lead and
Wilkinson2006; Kahru et al. 2008; Rana and Kalaichelvan 2013) ve kendi i¢inde dort
gruba ayrilirlar.3a gruptaki nanopartikiiller, baska bir kat1 yapinin yiizeyine bagl olarak
bulunur ve bunun bir Ornegi heterojen katalizorlerdir (Chorkendorff and
Niemantsverdriet 2003). 3b gruptaki nanopartikiiller, sivi icerisinde siispanse halde
bulunur. Cogu biyolojik nanosistem bu grup igerisinde yer almaktadir ve 6rnek olarak
hedefli ila¢g dagitiminda/kontrollii ilag salimminda kullanilan T hiicreleri igindeki
nanopartikiiller ile boya, kozmetik ve kaplamalarda kullanilan ¢inko oksit (ZnO) ve
titanyum oksit (TiOz2) nanopartikiilleri verilebilir (Miller et al. 2006; Hansen et al. 2007,
Satinder et al. 2010). Kat1 icerisinde siispanse halde bulunan 3¢ grubu nanopartikiillere
ise ornek olarak daha dayanikli olmasi amaciyla bazi polimerlerin igerisine karbon
nanotiipler karistirilmasiyla elde edilen malzemeler verilebilir (Breuer and Sundararaj
2004). Dordiincii grup, 3d grubu, hava nanopartikiillerinden olusmaktadir. Bunlar hava

(veya gaz) iginde asili nanopartikiiller olarak tanimlanabilmekte ve serbest karbon



nanotiipleri veya C60-nanopartikiiller drnek olarak verilebilmektedir (Hansen et al.
2007).

NP’ler sahip olduklar1 degisik oOzelliklerden dolay1 g¢evre, gida ve igecek, tibbi,
ambalajlama, boya ve kaplama, spor ve eglence, tekstil, giyim ve tasimacilik
sektorlerinde yaygin kullanim alanlarina sahiptirler. Ayrica tirlinlere gesitli fonksiyonlar
kazandirabilmeleri de nanopartikiillerin bir bagka 6zelligi olarak kabul edilmektedir
(Miller et al. 2004; Rao et al. 2005; Ciraci vd. 2006; Giirmen et al. 2006; Kahru et al.
2010; Satinder et al. 2010). En ¢ok kullanilan nanopartikiiller Ag, Fe, Pt, Sn, Al, Cu, Zr,
Se, Ca, Mg, TiO2, ZnO, CeO, SiO2, Al,O3, CNT, fullerenler, nanokil, seramik,
kuantum noktalar ve organik nanopartikiillerdir (Satinder et al. 2010).

Mavimsi ag¢ik gri renkte ve kirilgan bir metal olan ¢inko (Zn), yer kabugunda en fazla
bulunan elementler arasinda yer almaktadir. Diisiik kaynama sicakligina sahip gecis
metallerindendir (Gtiltekin 2013). Enzimlerin aktivasyonunda, hiicre biiyiimesinde,
DNA sentezinde, RNA transkripsiyonunda, hiicre boliinmesi ve hiicre aktivasyonunda
rol almasiyla memelilerde en ¢ok bulunan temel eser elementtir (Stefanidou et al. 2006;
John et al. 2010). Ancak yiiksek Znkonsantrasyonlarinda hiicresel hasar meydana
gelebilmektedir (Goyer and Clarkson 2001). Cinko oksit (ZnO) dogada kendiliginden
olusmaz; ¢ok yaygin olarak bulunan ¢inkodan elde edilir (Mitchnick 1998). ZnO, oda
sicakliginda 3.37 eV genis bant araligina sahip yari iletken bir malzemedir (Prasad and
Jha 2009).

ZnO NP’lerinin istiin fiziksel ve kimyasal ozelliklere sahip olmalar1 ve kolaylikla
sentez edilebilmelerinden dolay1r kauguk {iretiminde (Bondarenko et al: 2013),
elektronik, piezoelektrik (Wang 2008) ve optik cihazlarin (Yi et al. 2011) yani sira gaz
sensorleri (Han et al. 2016), biyosensorler (Tereshchenko et al. 2016; Bhat et al. 2016),
giines pilleri ve LCD’lerin tiretimi (Bondarenko et al. 2013; Abbasi et al. 2017) gibi pek
cok endiistriyel alanda yaygin kullanima sahiptir. UV 1smlarimi emme 6zelliginden
dolay1 kozmetikte ve giines kremlerinde kullanilmaktadir (Serpone et al. 2007; Schilling
et al. 2010; Schrand et al. 2010; Manzo et al. 2013). ZnO nanopartikiilleri hemen



hemen tim kirlenmeyi Onleyici boyalarin 6nemli bir bilesenidir (IPPIC 2012;
Bondarenko et al. 2013). Ayrica, antibakteriyel 6zelliklere sahip olmalarindan dolay1
dis macunu, gida ambalaj malzemesi ve katki maddesi olarak da kullanilmaktadir
(Serpone et al. 2007; Padmavathy and Vijayaraghavan 2008; Gerloff et al. 2009; Jin et
al. 2009; Kahru and Dubourguier 2010; Musee et al. 2011; Tankhiwale and Bajpai
2012; Cho et al. 2013).

1.2. Nanotoksisite

Nanoteknolojik tiriinler ve 6zellikle nanopartikiiller kiyafetler, gida ve katki maddeleri,
elektronik,farmakoloji, tip ve kozmetik sektorleri gibi giinliik hayatin bir¢ok alaninda
kullanilmakla beraber (Karlsson et al. 2008) bu pazara ciddi yatirimlar da
yapilmaktadir. 2011-2015 yillar1 arasinda nano bazl {iriinlerde 30 kat artis oldugunu ve
2015 yilinda tahmini global pazarin 1 trilyon dolar1 astig1 rapor edilmistir (Vance et al.
2015; Walters et al. 2016). Bununla birlikte, Diinya c¢apindaki yillik ZnO
nanopartikiillerin tiretiminin 550 ile 33.400 ton arasinda oldugu tahmin edilmektedir.
Bu nedenle metaliceren nanopartikiiller arasinda ZnO nanopartikiilleri SiO2 ve TiO:
nanopartikiillerden sonra en yiiksek kiiresel tiretim hacmine sahip nanopartikiillerdir

(Piccinno et al. 2012; Bondarenko et al. 2013).

Nanoteknolojinin  bu inanilmaz yiikselisine ragmen, nanomalzemelerin veya
nanopartikiillerin insan sagligi lizerine potansiyelriskleri, ¢evre sorunlari ile birlikte,
yaygin kullanimi konusunda giderek artan endiselere yol agmigtir (Karlsson et al. 2008;
Azhdarzadeh et al. 2015; Tiirkez et al. 2016a). Nanotoksikoloji, nanomalzemelerin
toksisitesinin c¢alisilmasi ve uygulanmasi ile ugrasan biyonanosistem bilim dallarindan
biri olarak ortaya ¢ikmaktadir. Nanotoksikolojik ¢alismalar, bu 6zelliklerin ¢evreye ve
insan saglhigina bir tehdit olusturup olusturmadigin1 ve ne dereceye kadar etkiledigini
belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Buzea et al. 2007). Bir¢ok c¢alismada bazi
nanopartikiillerin biyolojik sistemlerde toksik etkiye sahip oldugunu gosterilmistir (Ai

et al. 2011). Fakat nanopartikiillerin potansiyel zararli etkileri {izerine bilimsel bilgi,



nanoteknoloji gelisiminin gerisinde kalmaktadir (Shvedova et al. 2010; Kahru and Ivask
2013; Bondarenko et al. 2013).

Nanopartikiillerin ¢evreye salinimi dogrudan hava, toprak veya su sistemlerine
salinarak, kontamine olmus arazilerin nanaopartikiil uygulamasi ile iyilestirilmesi
yoluyla ya da atik ve endiistriyel kirlilik olarak birakilmasiyla gerceklesebilmektedir.Bu
nedenlerden o&tiirli, insanlar nanopartikiillere hava, su veya gida zincirindeki
nanomateryal kontaminasyonu veya nanomalzemeleri igeren ticari Uriinlerin
kullaniminin bir sonucu olarak maruz kalabilmektedirler (Buzea et al. 2007). Ayrica
implant uygulamalarinda, kanser tedavisinde, ila¢ etken maddesi veya yardimcisi olarak
tedavide, tan1 ve teshis amagh biyosensor, tibbi cihaz veya goriintiileme ajani olarak
kullanilmalar1 yoluyla da nanopartikiiller viicuda alinabilmektedir (Crosera et al. 2009;
Ai et al. 2011; Elsaesser and Howard 2012; Bencsik et al. 2018).

Insanlar nanopartikiillere esas olarak inhalasyon, dermal ve oral yollarla maruz
kalabilmektedirler (Tirkez et al. 2016a). Ana maruziyet yollari solunum sistemi,
gastrointestinal sistem ve deri iken sekonder hedef organ akciger, karaciger, bobrek,
dalak, kalp ve beyin oldugu yapilan galigmalarla belirlenmistir (Ai et al. 2011; Elsaesser
and Howard 2012; Oberdorster 2013; Schrand et al. 2010; Wu and Tang 2017).

Nanopartikiillerin insan viicudundaki en 6nemli hedef organi akcigerlerdir. Solunan
nanopartikiiller burun ve yutaktan baslayarak akcigerlere kadar tiim solunum sistemi
boyunca dagilabilmekte ve sistemik dolagima dahilolmasiyla basta sinir sistemi olmak
tizere birgok organ ve sisteme ulasabilmektedir (Nurkiewicz et al. 2006; Elsaesser and
Howard 2012). Soto ve arkadaslar1 (2007), giimiis nanopartikiillerinin ve diger bazi
nanomalzemelerin alveolar makrofaj hiicrelerine ve akciger epitel hiicrelerine karsi
sitotoksik ozellige sahip oldugunu gostermislerdir. Hem inhalasyon hem de asilama
deneyleriyle, nanopartikiillerin alveolar makrofajlar tarafindan bir dereceye kadar
almabildigi ve giimiis par¢aciklarm yedi giine kadar orada kaldiklar1 gdzlemlenmistir. In
vitro ¢aligmalarin sonucu giimiis nanopartikiillerin toksisite yolagi olarak oksidatif stres

tarafindan indiiklenen programlanmis hiicre 6liimii oldugunu gostermektedir (Volker et



al. 2013). Bu durum genellikle metal nanopartikiillere maruz kalan hayvanlarda
goriilebilmektedir. Ma-Hock ve arkadaglart (2012), bronsiyalveolar lavaj sivisinda
(BALF) notrofiller ve atipik hiicrelerin sayilarinda artis ve mediatorlerin salinmasi ile

siganlarin akcigerlerinde bir enflamasyon reaksiyonu ortaya ¢iktigini gozlemlemistir.

Nanopartikiillere solunum yoluyla maruz kalmanin, organizmada solunum sisteminin
hafif ila siddetli lezyonlarina neden oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.
Nanopartikiil maruziyet sonrasinda hayvan akciger dokusunda olusan iltihapl hiicre
infiltrasyonu ve fibroz olusumu en ¢ok bilinen/g6zlenen olgu olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Liuet al. 2008; Sung et al. 2009; Warheitet al. 2010; Wu and Tang 2017). Dahasi
akciger dokusunun diger toksik maddelerle birlikte nanopartikiillere maruz kalmasi,
nanopartikiil toksisitesini etkileyebilmekte ve akciger iltihaplanmasini da arttirmaktadir
(Wu and Tang 2017). Moon ve arkadaslar1 (2010) lipopolisakkarit (LPS) ile tedavi
edilen farelerde TiO. nanopartikiillerin maruziyetinin, notrofil akisi, Bronkoalveoler
Lavaj sivisinda (BALF) protein birikimi, Bronkoalveoler Lavaj (BAL) hiicrelerinde
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu ve pro-inflamatuar mediatorlerin tiretimi {izerinde
sinerjik etkiler sergiledigini gézlemlemislerdir. Bhirde ve arkadaslar1 (2010) intraventz
olarak enjekte edilen karbon nanotiiplerin akcigerde biriktigini ve farelerde bir
enflamatuar reaksiyon baslattigin1 tespit etmislerdir. Nikel bazli nanopartikiillerin
inhalasyon veya intratrakeal instilasyon ile solunum yolu maruziyet ¢alismalarinda
akcigerlerde depolandigi, dokularda hasar, inflamasyon, ROS olusumunda artigsa sebep
oldugu gozlemlenmistir (Oyabu et al. 2007; Duffin et al. 2007a,b; Nishi et al. 2009;
Ogami et al. 2009; Lu et al. 2009; Cho et al. 2010; Gillespie et al. 2010; Morimoto
2010, 2011; Horie et al. 2011; Kang et al. 2011).

Yapilan caligmalarda nanopartikiillerin solunum yolu maruziyetleri sonucu akciger
kanseri, amfizem gibi hastaliklarin yan1 sira alzheimer ve parkinson gibi norodejeneratif
hastaliklarin olusmasinda da rol oynayabilecegi rapor edilmistir (Calderon-Garciduenas
et al. 2003; Guillard et al. 2004; Campbell et al. 2005;Antonini et al. 2006; Buzea et al.
2007). Nanopartikiiller alveolar bolgede birikdikten sonra akciger epitelinden emilirler.

Bunu takiben solunum yolu epitelinde bulunan duyusal sinir uglari, aksonlar vasitasiyla



ganglia ve merkezi sinir sistemine ulasan nanopartikiiller (Simko and Mattsson 2014)
kan-beyin bariyerini gecerek beyin toksisitesine neden olabilmektedirler (Al et al.
2011). Kan-beyin bariyerini ge¢en bazi nanopartikiiller makrofajlar tarafindan fagozite
edilirken bazilar1 yapisal Ozellikleri nedeniyle fagosite edilemez ve bu durumda
proinflamatuvar, genotoksik, mitojenik medyatorlerin mezotel hiicreler tarafindan
salinmasina sebep olmaktadir. (Donaldson et al. 2010; Schrand et al. 2010). Bununla

birlikte, fagositozun etkinligi partikiiliin sekline ve boyutuna baglhdir.

Metal veya metal oksitlerden olusan nanopartikiiller, kii¢iikk boyutlarindan dolay1
beyinde daha kolay birikmektedir. Ze ve arkadaslar1 (2013), TiO2 nanopartikiillerin 90
giin boyunca farelere burundan verilmesi sonucunda beyinlerinde 6nemli spongiosit
cogalmasi ile kanamalara neden oldugunugéstermislerdir. Sonug olarak, bu
nanopartikiiller beyindeki eser elementlerin, noérotransmiterlerin ve enzimlerin
homeostazini dogrudan veya dolayli olarak bozabilecegini gostermektedir.Ayrica
nanopartikiillerin solunum yoluyla akcigerlerden kan dolagimina girerek viicudun diger
organlarinda birikebilecegi yoniinde ¢alismalar da mevcuttur (Sturm 2015; Smulders et
al. 2015; Wu and Tang 2017).

Yapilan in vivo galismalarda, nanopartikiillerin karaciger iltihaplanmasina neden oldugu
gosterilmistir. Silva ve arkadaslar1 (2017), intraperitoneal enjeksiyonla verilen TiO-
nanopartikiillerinin farkli organlara sizma yetenegine sahip oldugu ve visseral yag
birikimi ile iltihaplanmaya yol acarak karaciger hasarma neden oldugunu rapor
etmiglerdir. Kim ve arkadaslar1 (2010),90 giin boyunca agizdan uygulanan giimiis
nanopartikiillerin alkalin fosfataz ve kolesterolde doza baglh degisikliklere neden
olabilecegini ve bdylece hafif karaciger hasarina neden olabilecegini gostermistir.
Karaciger iltihapli fareler {izerinde yapilan bir deneyde ise kullanilan altin
nanopartikiilleri karacigerdeki makrofajlarin 6n-aktivasyonuna yol agarak timor nekroz
faktorii-o (TNF-0) ve interlokin-6’nin (IL-6) MRNA diizeylerinin azalmasiyla karaciger
hasarmin ve hastaliginin siddetlenmesine neden oldugu bulunmustur (Bartneck et al.
2012; Chen et al. 2013). Dahasi, iltihaplanmanin oksidatif stresin neden oldugu hasarla

iliskili oldugu gosterilmistir. Demir oksit nanopartikiilleri esas olarak karacigerde ve



dalakta birikmesine ragmen akcigerlerde de az miktarda birikmektedir. Bu
nanopartikiiller karaciger fagositlerinde birikerek oksidatif stres indiikleme yetenegini
gosteren hepatik lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir (Couto et al. 2016). Yapilan
bir diger ¢alismada yiiksek dozda silika nanopartikiillerinin intravendz olarak
uygulanmasindan sonra siiperoksit dismutaz aktivitesinin (SOD) azalmasiyla iliskili
olarak karaciger ve kalp hasarina neden oldugu bulunmustur (Fu et al. 2012). SOD,
alternatif olarak siiperoksit radikalinin diizensiz molekiiler oksijen veya hidrojen
peroksitin  siiperoksit radikaline doniisiimiinii katalizleyebilen Onemli antioksidan
savunma sistemidir. Azalan SOD miktar1 oksidan hiicre hasariyla sonuglanmaktadir.
CdSe nanaopartikiillerinin intraperitonal olarak uygulanmasi, karacigerde oksidatif stres
olusturarak hepatik hasara neden olmaktadir (Liu et al. 2011). Fe3sO4 nanopartikiillerin
sican karaciger mitokondrilerinde solunum zincir komplekslerinin aktivitesini bozdugu
gosterilmistir (Barath et al. 2014). Ayrica inhalasyon ile giimiis nanopartikiillere maruz

birakilan siganlarda hepatoseliiler nekroz gézlemlenmistir (Sung et al. 2009 ).

Metal iceren nanopartikiillerin, iltithaplanma siirecini tetikledigi kandaki nétrofil ve
lenfosit sayilarindaki artis ile gosterilmistir. (Couto et al. 2016). Birgok arastirmaci
nanaopartikiillerin bagisiklik sisteminden kagabilecegini ve ikincil bir lenfoid organ

olan dalak dokularina zarar verebilecegini rapor etmistir (Chen et al. 2007).

Coccini ve arkadaglart (2015), kadmiyum igeren silika nanopartikiillerin, akciger
maruziyetinden sonra ikinci bir hedef organ olan sican bobreklerinde iltihap ve fibroza
neden oldugunu rapor etmistir. Nanopartikiiller epitelyal yiizeylerin altinda ve icinde
bulunan immiin hiicrelerin kompleks aglariyla etkilesime girebilmekte ve bu
nanopartikiiller yenidogan déneminde allerjen olarak rol oynamasina, bdylece bagisiklik
sisteminin daha sonraki yasam evrelerinde alerjik reaksiyonuna neden olabilmektedir
(Sly and Schiiepp 2012). Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda, nanopartikiillere maruz
kalinmasinin kardiyovaskiiler sistem tlizerinde zararl etkilere sahip oldugu gosterilmistir

(Liou et al. 2012).
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Wang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada (2007), nano-seryum-element
katkili titanyum dioksitin, insan hepatom (Bel 7402) hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
rapor edilmistir. Cinko oksit ve titanyum dioksit gibi nanopartikiiller, in vitro ortamda
ve insan fibroblast kiiltiirlerinde DNA’da oksidatif hasara neden olabilmektedir
(Dunford and Salinaro 1997).

100 nm’den kiigiik nanopartikiillerin hava ve g¢evrede daha fazla biriktikleri, epitel
hiicreler, kan, lenfatikler, sinir sistemi ve sekonder hedef organlara daha fazla gectikleri
gozlenirken, 100 nm’den biiyiik partikiillerin ise karacigerden eliminasyon nedeniyle
hedef organlara ulasamadigr goézlemlenmistir (Oberdorster 2013). Nanopartikiillerin
hem solunum sistemi hemde diger sistemler iizerine olan toksik etki
mekanizmasinininhalasyon sonrasi partikiillerin akcigerlere ulasmasiyla baslayan
pulmoner ve sistemik inflamasyon oldugu ileri siiriilmiistiir. Buna gdre inflamasyon
sonucu olusan pulmoner endotel disfonksiyonu, platelet aktivasyonu, trombotik
faktorlerin uyarilmasi, aterosklerotik plak olusumu ve riiptiirii, vaskiiler endotelyal
disfonksiyon, pulmoner reflekslerin uyarilmasi, kalp hizinda ve ritminde bozulma ve
hatta ani kardiyak Oliimle sonuglanabilecek Onemli degisikliklerin olabilecegi

bildirilmistir (BeruBe et al. 2007; Scorei and Rotaru 2011).

Sonug olarak, cesitli uygulamalarda nanopartikiillerin ortaya ¢ikmasi kuskusuz bu tiir
maddelerin biyolojik sistemlere niifuz etmesine neden olmakla birlikte (Zhang 2010;
Mital and Tripathi 2011) hiicrelerin i¢ine giren nanopartikiiller oksidatif stres, apoptoz,
mitokondriyal hasar, lipit peroksidasyonu ve DNA hasarina yol agmaktadir (Hua et al.
2007; Huang et al. 2010). Daha o6nceki ¢alismalarda, oksidatif stresin nanopartikiil
toksisitesinin en etkili mekanizmasi oldugu agik bir sekilde ortaya ¢ikmistir (Tiirkez et

al. 2014; Al Faraj et al. 2015).
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1.3. Bor (elementinin yapisi ve ozellikleri)

Bor, B simgesiyle periyodik tabloda 3A grubunun ilk ve en hafif iiyesi olarak yer alan
kimyasal bir elementtir (Miessler and Tarr 2009). Yer kabugunda yaygin olarak bulunan
51. element olup (Beatty 2006) ¢ok sert, 1siya dayanikli ve beyaz renkli kaya
seklindedir.Bor elementinin amorf toz halindeki rengi koyu kahverengi iken kristal hali

sarimsikahverengidir (Angulo 2012).

Sekil 1.2. Bor madeni (Anonim 2017)

Metal-ametal arasi yari iletken 6zellige sahip olan bor (Kabu and Akosman 2013),
dogada serbest olarak bulunmaz. Oksijene afinitesinin fazla olmasindan dolayr ¢ok
sayida farkli bor-oksijen bilesikleri halinde bulunur.Bu bilesikler borat olarak
isimlendirilmektedirler. Olusan bu bor-oksijen bilesiklerine sodyum, magnezyum ve
kalsiyum elementleri de baglanarak bor mineralleri bilesimlerinde bulunan bu
metallerin miktarlarina, igerdikleri su oranma ve kristal yapilarina gore
siiflandirilmaktadir. Dogada yaklasik olarak 230 ¢esit bor minerali bulunmaktadir.

Icermis olduklar1 bor oksit (B203) miktarina gore bor minarellerinin degeri dl¢iilmekte
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olup yiliksek oranda bor oksit bilesigine sahip olanlar daha degerli olarak kabul
edilmektedirler (Ozkan 1994;Y1lmaz 2002; Calik 2002; Hunt 2003; Tiirkez 2007).

Cizelge 1.1. Bor Elementinin atomik yapisi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Anonim

2018)

Atomik Yapisi

Kimyasal Ozellikleri

Fiziksel Ozellikleri

Kaynama 4275K -4002°C-
Atomik cap1 1.17A noktasi 7236°F
Elektronegative 2.04 Termal
Atomik hacmi 4.6 cm3/mol (pauling) genlesme 0.0000083cm/cm/
katsayisi °C (0°C)
Kristal yapisi Rhombohedra 1 Birinci:8.298 Elektriksel:1.10-12
Kondiiktivite 10%/cm
Iyanizasyon
Elektron 1s? 2s% 2pt potansiyeli Tkinci:25.154 Termal: 0.274
konfigiirasyonu W/cmK
Atomik
Iyonik ¢ap 023 A Ugiincii:37.94 kiitlesi 10.811
Elektron sayis1 5 Goriiniig Sari-kahverengi
(yiiksiiz) ametal kristal
Elektrokimyasal | 0.1344g/amp-hr Buharlagma
Notron sayist 6 esdeger entalpisi 480kJ/mole
Ergime 2573K- 2300°C-
Proton sayist 5 noktasi 4172°F
Mohs:9.3
Valans 252 2pt Fiizyon 1s151 50.2kJ/mol Sertlik Vickers:49000
elektronlar MN m-2
Atomik ¢ap1 1.17 A Valans elektron 190 Buhar basinci | 0.348Pa@2300°C

potansiyeli (-
eV)

Buharlagsma

18181

489.7 kJ/mol
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1.3.1. Borun tarihgesi ve kullanim alanlari

Dogal bir mineral olan bor, isim olarak Arapc¢a burag/baurach ve Farsg¢a'da burah
kelimelerinden koken almaktadir. Borun tarihte ilk olarak 4000 yil once Babiller
tarafindan borbilesiklerinden biri olan boraksi Uzak Dogu’dan ithal ederek altin
isletmeciliginde kullanildigi bilinmektedir. Misir ve Mezopotamya uygarliklar
tarafindan mumyalamada, Cinliler tarafindan seramiklerde, Eski Yunanlilar ve
Romalilar tarafindan temizlik maddesi olarak boratlar1 kullandiklar1 bilinmektedir.ilag

olarak ilk kez boru M.S. 875 yilinda Arap doktorlarin kullanildig: bilinmektedir.

Bor tarih boyunca birgok uygarlik tarafindan cesitli amaglar dogrultusunda
kullanilmasina ragmen ayr1 bir element olarak ilk kez 1808 yilinda Fransiz kimyager
Baron Louis Thenard ile Joseph Gay-Lussac ve Ingiliz Kimyac1 Sir Humphry Davy
tarafindan ayni zamanda kesfedilmistir. Marco Polo’nun 13. yiizyilda Tibet’ten

Avrupa’ya boru getirmesiyle modern bor endiistrisi baglamistir.

Tirkiye'deki ise Romalilar doneminden bu yana bilinmesine ragmen son zamanlara
kadar bor ¢ok az miktarda kullanilmistir.Diinya bor rezervleri siralamasinda Tiirkiye
%72.2°lik bor madenlerine sahip olmasiyla ilk sirada yer alir (Tirkez 2007). Bor
madenlerinin isletilmesi 1865 yilinda bugiinkii Susurluk Ilgesinde yer alan Sultan Cayiri
mevkiinde yabanci firmalar tarafindan yapilmistir.1935 yilinda Maden Tetkik ve Arama
(MTA) ve Etibank gibi kamu kuruluslarinin kurulmasiyla bor madenlerinin igletmeciligi
tamamen Tiirk firmalarma ge¢mistir ve 1983 yilindan beri Eti Maden Isletmeleri Genel
Miidiirliigii tarafindan yiiriitiilmektedir (Ozsoy 1991; Moseman 1994; Schauss 1999;
Ediz and Ozday 2001; Kahraman and Ozkan 2001; Calik 2002; Bolanoset al. 2004;
Evcin 2007; Tirkez 2007; Samuk 2015).

Bor ve bilesikleri ¢cok eski zamanlardan beri bilinmekte ve pek ¢ok uygarlik tarafindan
kullanilmasina ragmen sanayilesme ve teknolojideki hizli gelismelerin etkisiyle beraber
her gecen pek c¢ok alanda kullanimi artmaktadir (Calik 2002). 500’e yakin kullanim

alan1 bulunan bor minarellerinin; seramikden cam sanayisine, niikleer sanayiden uzay
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ve hava araglarinin yapimina, temizleme ve beyazlatmadan kozmetik sanayisine, enerji
sektoriinden elektrik-elektronik ve bilgisayar sektoriine, tarim alanindan iletisim
alanma, tekstilden kimya sektoriine, ilag sanayisinden otomobil sanayisine, insaat
sektoriinden gida sektoriine kadar gilinlik hayatimizin hemen her alaninda
kullanilmaktadir (Yazbeck et al. 2005; Jensen 2006; Carpenter and Kistler 2006; Tiirkez
2007; D.P.T. 2008; Becker et al. 2011; Samuk 2015; Uluisik et al. 2018).

Son yillarda borun o6zelliklerinden yararlanilarak gelistirilen yeni bir kanser tedavi
yontemi olan bor nétron yakalama tedavisi (Boron Neutron Capture Therapy: BNCT)
ile beyin glioma neoplazisi, prostat kanseri, akciger kanseri ve diger kanser ¢esitlerinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Ozellikle beyin kanserlerinin tedavisinde kanserli
hiicrelerin segilerek yok edilmesine olanak saglarken,saglikli hiicrelerde minimum
diizeyde zararinin olmasindan dolay: tercih edilmektedir (Diaz et al. 2000; Tiirkez 2007,
Nielsen 2014; Prejacet al. 2018). Bununla birlikte menopoz ve osteoporoz tedavisinde,
psikiyatride, kemik gelisiminde ve artiritte, alerjik hastaliklarda, manyetik rezonans
(MR) cihazlarda, hiperaktiviteye karst ve konsantrasyonu artirmak ig¢in bor
kullanilmaktadir (Tirkez 2007; D.P.T. 2008). Ayrica antiseptik, bakterisit ve herbisit
(Uluisik et al. 2018) olarak kullanilmasininyani sira dis macunlarive yanik kremlerinin

yapiminda da bor tercih edilmektedir (Samuk 2015).

1.3.2. Bor bilesikleri

Dogada birgok farkli bor minerali bulunmasina ragmen, bunlarinekonomik degere
sahip,biiytiik rezervler olusturduklari yerler sinirlidir. Tiirkiye’deki bor yataklari, diinya
bor rezervinin %72.2’lik oranina sahiptir ve Zonguldak-Mersin hattinin batisinda kalan
bolgelerde bulunmakta ve Balikesir, Bursa, Eskisehir ve Kiitahya illerinde
cikarilmaktadir. Tiirkiye’deki bor rezervinin; %69°nu (1,402 milyon ton) kolemanit
cevheri, %28,72’sini (584 milyon ton) tinkal cevheri ve %2,29’unu (46,5 milyon ton)

ise iileksit cevheri olusturmaktadir.
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Bor elementinin oksijene baglanmasiyla olusan boratlar, ayn1 zamanda igerdikleri
kalsiyum, magnezyum ve sodyum elementlerine gore siniflandirilmaktadirlar. Bir borat
rezervinin ekonomik degeri, bor oksit i¢erigine baglidir.Bu nedenle, ticari agidan 6nemli
olan bor bilesikleri; sodyum borat olan boraks (tinkal) ve kernit, sodyum-kalsiyum borat
olan {ileksit ve probertit, kalsiyum borat olan kolemanit ve pandermit, kalsiyum-
magnezyum borat olan hidroborasit ve dogal bir borik asit {iriinii olan sassolittir (borik

asit) (Kirsan 2001; Ediz and Ozdag 2001; Helvac1 2004; Tiirkez 2007; D.P.T. 2015).
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Cizelge 1.2. Ticari 6neme sahip bor mineralleri (Anonim 2018)

5 c 5 . Ll ]
TIP MINERAL BILESIM NOTLAR
B:0s
Hidrojen . _ Dogal borik asittir ve ilk kez Ttalya'da
SASSOLIT H:BOs 56.3 - '
Eoratlar dretilmistir.
, _ - _ Kirka, ABD, Arjantin, Bolivya,
TINKAL (BORAX) NaxBa0-7.10H20 36,5 o :
Hindistan
o _ . _ Genellikle aksesuar olarak
Sodyum TINKALKONIT NazB407.5H20 43,8
BO]‘;.[]&I" kllanilmalctadsr.
Kernit yataklar: Arjantin'in Tincalayu
KERNIT (RASORiT} NazB407.4H0 51,0 ve Blanca bdlgelerinde bulunmalktadr.
Aynca Tiirkiye, ABD ve Cin'de vardar.
. . Uleksit yataklar, $ili, ABD, Peru,
ULEKSIT NaCaBs:O0g.8H10 3.0 Sarbi . Boli i Tiigkiye'd
Y NaCaB:0g 8Hy 43, wrbistan, Bolivya, Cin ve Tirkiye'de
Snd_\. - (Boronatrokalsit) ' ) ya. ¢ !
Kalsiyvum bulunmaktadir.
Boratlar PROBERTIT ) ) ABD'de Death Valley bor yataklarinda
, NaCaB30g. 5H:0 495 i
(KRAMERIT) bulunmaktadie.
KOLEMANIT CaiBs0n.3H20 50,8 En biiyiik rezerv Tirkive'dedir.
~ . Peru, Bigadig ve Kirka bor
Kalsiv PANDERMIT _ .
alsiyum (PRISEIT) CaB100n2. TH20 49.8 vataklarinda bulunmalktadr. (Ismini
Boratlar .
Bandirma'dan almagtar)
NOBLEIT CaBsOhn4H20 62,0
- - = - ABDVde Death Valley bor yvataklarnnda
INYOIT CazBs011.13H:0 37.6 | bulunmaltadir
MEYERHOFFERIT Ca;BgOy TH10 46,7
Diatolit yataklar: esas olarak Rusya'min
DATOLIT CaB3:1040H 249 Dogu bilgelerinde ve Kazakistan'da
Kalsiyum bulunmaktadir.
Borosilikatl
orostiatiar DANBURIT CaB1Sia0s 283 | Danbury, Connecticut, ABD
HAVLIT CasBiB100: SH20 44.5 Bizadig, Susurluk
Agirlikls olarak seramik sanayinde
HIDROBORASIT CaMgBs011.6H20 50,5 kullanilmaltader. Ayrica Arjanting
Kazakistan ve Tirkiyve'de vardur.
Magnezyum . . ] _ _ . o .
Boratlar INDERBORIT CahgBsOn. 11H0 415 Inder Golia, Kazakistan
, Bu mineral oluyomu agichikh olarak
ASARIT]| MgzBO:0H 414 ) ] -
Kazalkistan ve Cin'de bulunmaltadir.
. Tiitkiye'de Emet, Kirka Bigadig borat
BORASIT Mg:B:013C1 62,2

vataklarinda oldulca sik g&rilis.
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1.3.2.a. Borik Asit (Sassolit) (HsBO3)

Cok zayif bir asittir.Borik asit, tinkal ve kernit gibi sodyum bazli veya kolemanit
kalsiyum bazl1 bor cevherlerinden bir dizi reaksiyon sonucu elde edilir. Ortoborik asit
(HsBOs3), metaborik asit (HBO2) ve tetraborik asit (H2B4O7) olmak tizere 3 gesit
borikasit olmasina karsin ticari degere sahip tek borik asit igin ortoborik asit ismi
kullanilir. Borik asit 100°C’nin istiinde metaborik aside, 160°C’nin {istiinde ise
metaborik asitten tetraborik aside déniisiir. Ozgiil agirhg 1.435 gr / cm®tiir. Suda
¢ozilinebilir. Cozliniirligi sicaklikla artmaktadir (D.P.T. 2008, 2015).

1.3.2.b. Boraks (Tinkal) (NazB40O7.10H20)

Boraks, evaporitik ortamlarda olusan bir mineral olup tabiatta genellikle renksiz ve
saydam olarak bulunur. Fakat igermis oldugu bazi maddeler nedeniyle pembe, sarimsi
ve gri renklerde de bulunabilmektedir. Tiirkiye’de Eskisehir-Kirka yataklarinda
bulunmaktadir. B2O3 icerigi %36.5 olup 6zgiil agirligr 1.7 gr / cm?®, sertligi ise 2-2.5
Mohs’tur (D.P.T. 2008; Anonim 2017).

1.3.2.c. Kolemanit (Caz2Bs011.5H20)

Bor bilesikleri i¢inde en yaygin olarak bulunan kolemanit iilkemizde Emet, Bigadic ve
Kestelek yataklarinda bulunmaktadir. Kurak iklim bdlgelerindeki playa ve tuz
gollerinde boraks ile birlikte olusur. Kimyasal bilesimi; % 50.81 B20s3, % 27.28 CaO, %
21.91 H20 seklindedir. Suda yavas ¢oziiniirken HCI asitte hizli ¢oziiniir. Ozgiil agirlig
2.42 grlcm?, sertligi ise 4.5 Mohs’tur (D.P.T. 2008, 2015; Anonim 2017).
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1.3.2.d. Uleksit (Boronatrokalsit) (NaCaBs0¢.8H20)

Boraks yataklarinin bulundugu alanlardaki sedimanter kayalarda genelde kolemanit,
hidroborasit ve probertit ile birlikte bulunan bir evaporit mineralidir.Dogada masif,
karnibahar, lifsi ve siitun seklinde bulunur. Saf olan1 beyaz rengin degisik tonlarindadir.
Ipek parlakliginda olanlar1 da vardir. Ulkemizde Kirka, Bigadi¢ ve Emet yataklarinda,
diinyada ise Arjantin’de bulunur. Kimyasal bilesimi; %7,65 NaxO, ,%42.95 B,Os,
%35.55 H20,%18,85 CaO seklindedir. Ozgiil agirligi 1.955 gr / cm?, sertligi ise 2.5
Mohs’tur (D.P.T. 2008, 2015; Anonim 2017).

1.3.2.e. Probertit (Kramerit) (NaCaBs09.5H20)

Kirli beyaz, agik sarimsi renklerde olup 1sinsal ve lifsi sekilli kristaller halinde bulunur.
Kristal boyutlar1 5 mm ile 5 cm arasinda degisir. B2Os igerigi % 49,6 dir. Kestelek ve
Emet’te bulunur (D.P.T. 2008).

1.3.2.f. Kernit (Razorit) (Na2B40O7.4H20)

Tabiatta renksiz, saydam, uzunlamasina igne seklinde kiime kristaller halinde bulunur.
B20s igerigi %51, Sertligi 3, dzgiil agirhigr 1,95 gr/em?® diir. Soguk suda az ¢oziiniir.
Kirka'da bulunur (D.P.T. 2008).

1.3.3. Borun canhlilar uzerindeki etkisi

Borun tiim filogenetik alemlerde bulunan organizmalar i¢in yasam dongilerinin
tamamlanmasinda gerekli esansiyel bir element oldugu tespit edilmistir (Nielsen 2014).
Bir organizmada, borun yaklasik % 96's1, 9.25 pKa degerine sahip zayif bir Lewis asidi
olan borik asit B (OH)sve oldukga az bir kismi (%4) ise ligandlarla kovalent baglar
olusturdugunda pKa degeri azalan negatif yiikli tetrahedral olan borat anyonu B
(OH)asseklinde bulunur (Hunt 2003; Devirian and Volpe 2003; Uluisik et al.2018).
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Bor, mikrobiyal sistemlerin fizyolojik ve metabolik aktivitelerinde ©nemli rol
oynamaktadir (Tanaka andFujiwara 2008). Bor ihtiva eden ilk dogal bilesik, gram-
pozitif bakterilere etki eden ve Streptomyces antibioticus tarafindan tiretilen antibiyotik
olan Boromisin'de kesfedilmistir (Hiitter et al. 1967; Hunt 2003). Aym1 zamanda,
Sorangium cellulosum tarafindan tiretilen tartrolon (Irschik et al. 1995; Schummer et al.
1996), Streptomyces griseus tarafindan iiretilen borofisin ve aplasmomisin (Nakamura
et al. 1977; Hunt 2003; Rezanka and Sigler 2008) antibiyotikleri de bor icermektedir.
Ayrica Solenopora jurassica yosununun pembe renginden sorumlu olan
borolitokromlarda da bor mevcuttur (Wolkenstein et al. 2010; Scorei 2012). Bazi
siyanobakteri (Cyanobacteria) tiirleri, azot fiksasyonunda gorev alanheterosist
hiicrelerini igerir. Borun, heterosistlerin glikolipidleri ile etkilesime girerek glikolipid
tabakay1 stabilize ettigi tespit edilmistir (Mateo et al. 1986; Bonilla et al. 1990; Hunt
2003; Bolanos et al. 2004). Bakteriler aralarinda iletisimi saglamak amaciyla
tirettikleriekstraseliiler sinyal molekiilii olanotoindiikleyiciler (Al-2) vasitasiyla degisen
mikro c¢evre kosullarma adapte olabilmektedirler. Bu siire¢ “Quorum sensing”
(cogunlugu algilama) olarak adlandirilmakta ve bu iletisimi saglayan biyomolekiil
otoindiikleyiciler bor igcermektedir (Chen et al.2002). Bor, kahverengi algler, diatomlar
ve algler i¢in de gerekli bir elementtir (Uluisik et al. 2018).

Bitkilerin biyiimesi ve gelisimi i¢ingerekli ve faydali mikroelement olarak bulunan bor
(Riaz et al. 2018); niikleik asit metabolizmasi, hiicre geper Sentezi ve yapisi, membran
biitlinliigii ve fonksiyonu,karbonhidrat ve protein metabolizmasi ve fenol metabolizmasi
tizerinde onemli rollere sahiptir. Ancak bu islevlerin molekiiler mekanizmalar1 biiyiik
oranda bilinmemektedir (Goldbach et al. 2007; Miwa et al. 2007). Borun molekiiler
diizeyde temel bir fonksiyonu, bitki hiicresi ¢eperlerinde pektinleri ¢capraz baglamasidir.
Pektinler kompleks polisakkaritlerdir ve bitki hiicre c¢eperi yapisinin O6nemli
bilesenleridir. Borat, hiicre ¢eperinin ¢apraz baglanmasini ve stabilizasyonunu saglayan
pektin  rhamnogalacturonan-1l  (RG-II) kompleksiyle c¢apraz bag olusturma
reaksiyonundan sorumludur (Wu et al. 2017). Bor eksikliginde; seker metabolizmasi,
karbonhidrat metabolizmasi, RNA metabolizmasi, fenol metabolizmasi, hiicre duvar

yapist vemembran gec¢irgenliginin bozulmasi gibi bircok fizyolojik siireci
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etkilemektedir. Ayrica, yaprak biiyiimesi, kok uzamasi, ¢igek ve meyve gelisimi de
engellenir (Parr and Loughman 1983; Dell and Huang 1997; Kot 2009). 2009 yilinda
Koshiba ve arkadaslarimin yapmis oldugu bir ¢alismada, tiitiin (Nicotiana tabacum)
BY-2 hiicrelerinde oksidatif hasarin bor eksikliginde hiicre 6limiiyle dogrudan iliskili

oldugu ve tipik olarak programlanmis bir hiicre 6limii olmadigini gézlemlemislerdir.

Bor, islevsel ve yapisal roller sunarak biyokimyasal yollarin/olaylarin siirdiiriilebilmesi
i¢in zorunlu (Kot 2009) olup hayvanlarda; karbonhidrat metabolizmas1 (Uluisik et al.
2018), mineral metabolizmasi (Kurtoglu et al. 2002) ve enerji metabolizmasi (Eren et
al. 2006), baz1 enzim aktivitelerinin diizenlenmesi (Devirian and Volpe 2003), reaktif
oksijen tiirleri metabolizmas1 (Tirkez et al. 2007), inflamatuvar diizenleyici
metabolizmasi1 (Hunt 2003) ve embriyonik gelisimi (Tanaka and Fujiwara 2008) iceren
cesitli mekanizmalan etkilemektedir. Bor eksikligi hayvanlarda bagisiklik ve iireme
sistemi lizerinde olumsuz etkilere sahip olup siganlarda artritin siddetlenmesine, testis
ve yumurtalik atrofisine, sperm sayisinin azalmasina, sperm sekil bozuklugunda artisa,
oosit olgunlagmasimin engellenmesine ve fare embriyo gelisim bozukluga yol
acabilmektedir. Zebra baligi (Danio rerio), gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
ve kurbagalarin (Xenopus laevis) embriyonik gelisimi boyunca bor gereklidir (Jin et al.
2017a). Ayrica, bor eksikligi veya yetersiz alimi, hayvanlarda dis ve kemik biiyiimesini
onemli Ol¢iide inhibe ederken, kemik hacmi fraksiyonunu diisiirebilmekte ve normal
kemik gelisimini bozabilmektedir (Hakki et al. 2013). Bunlara ek olarak, plazma
steroidleri, alkalin fosfataz, kalsiyum ve magnezyum iyonu konsantrasyonlarinin
azalmasi da bor yetersizligi nedeniyle ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Stucki et al. 2001;
Alliot-Licht et al. 2005). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, bor eksikligi olan
sicanlarin (0.1 mg / kg diyet) bor katkili (3.0 mg / kg diyet) sicanlara gore daha az aktif
oldugu bulunmustur (Nielsen 2014).
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1.3.4. Borun insan iizerindeki etkileri

Bugiine kadar yapilan pek ¢ok aragtirmada borun insan sagligi i¢in birgok biyokimyasal
ve metabolik fonksiyonlarda rol alan bir element oldugu bulunmustur (Prejac et al.
2018).

Bor ve bilesiklerinin kemik metabolizmast (Hunt 2012; Nielsen 2014), mineral
metabolizmas1 (Bakirdere et al. 2010; Naghii 2014), hiicre zar fonksiyonlart ve enzim
reaksiyonlar1 (Orenay Boyacioglu et al. 2017), inflamasyon (Scorei and Scorei 2013),
kardiyovaskiiler sistem (Mogosanu et al. 2015), beyin ve psikolojik fonksiyonlar
(Erbaykent Tepedelen et al. 2017), D vitamini metabolizmas1 (Prejac et al. 2018),
endokrin sistem (Cui et al. 2004; Tanaka and Fujiwara 2008), bagisiklik fonksiyonlari
(Nielsen and Meacham 2011) ve antioksidan aktivitesi (Scorei et al. 2005) iizerine
onemli etkilere sahip oldugunu gdsteren gesitli galismalar mevcuttur. Ayrica borun,
kalsiyum, magnezyum, triagilgliserol, glikoz, amino asitler, 17p-0stradioltiroid
hormonu, insiilin, kalsitonin, 25-hidroksikoleksiliferol metabolizmasi iizerinde rol

oynadigi da bilinmektedir (Nielsen 1997, 2014; Kot 2009).

D vitamini ile birlikte bor, prostat kanser gelisiminin yavaslatilmasi iizerine pozitif bir
etkiye sahiptir (Cui et al. 2004; Barranco and Eckhert 2006; Barranco et al. 2009). Bor
bilesikleri olan borik asit ve kalsiyum fruktoboratin (CaFB) meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi ancak sadece CaFB'nin apoptozu indiikledigi
gozlemlenmistir (Scorei et al. 2008). Ayrica, bor ndtron yakalama tedavisiyle beyin
glioma neoplazisi, prostat, serviks, gogilis ve akciger kanseri ve multipl miyelom gibi
cesitli kanser tiirlerinde borun Onleyici ve terapdtik ajan oldugu yapilan calismalarla
tespit edilmistir (Diaz et al. 2000; Kane et al. 2003; Barranco and Eckhert 2004;
Korkmaz et al. 2007a; Barranco et al. 2007; Scorei et al. 2008; Nielsen 2014).

Insanlar iizerinde yapilan c¢alismalarindan elde edilen bulgular, borun kalsiyum
metabolizmasimi etkiledigini, kemik olusumu ve kompozisyonunda o6zellikle kemik

biiyiimesini destekleyen hormonlarin diizenlenmesinde etkili oldugunu gostermektedir
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(Nielsen 2000; Hunt 2012; Hakki et al. 2010). Postmenopozal kadinlarla yapilan bir
aragtirmada, daha fazla bor aliminin daha fazla plazma Gstrojen ve testosteron; daha az
kalsiyum atilimina neden oldugu gozlemlenmistir. Postmenopozal dénemde, Ostrojen
seviyelerinin azalmasi nedeniyle kadinlarda kemik kaybi gozlenmektedir. Gallardo-
Williams ve arkadaslarinin (2003a) bu yapmis olduklar1 ¢alismada, diyetle alinan bor
miktarinin artis1 plazma 17B-0stradiol ve testosteron diizeylerinin artmasina ve idrarda
kalsiyum atiliminin engellenmesine yol agtigini rapor etmislerdir. Ayrica diyetle borun

alinmasinin kadinlarda akciger ve meme kanser riskini azalttigi yoniinde ¢aligmalar da

bulunmaktadir (Mahabir et al. 2008; Scorei 2012).

Borik asit, vajinal maya enfeksiyonlarinda 6zellikle dimorfik Candida albicans
mantarinin sebep oldugu enfeksiyonda etkili bir sekilde kullanilmaktadir (lavazzo et al.
2011). Aspergillus mantar1 tarafindan {retilen aflatoksinler gidalara kontamine
olabilmekte ve bu gidalarin tiiketilmesi sonucu insanlarda kanserojenik etkiler
gozlemlenmektedir. Borik asitin, DNA’y1 aflatoksin B1’in neden oldugu oksidatif
hasara karsi koruyucu bir potansiyele sahip oldugu rapor edilmistir (Guindon et al.
2007; Turkez et al. 2010). Buna ek olarak, insiilin ve liiteinizan hormon diizeylerini
etkileyen T3 ve T4’lin diizeylerini modiile ettigi (Armstrong et al. 2001) ve oksidatif
hasara kars1 antioksidan kapasitesini destekledigi tespit edilmistir (Bakken and Hunt
2003; Turkez and Geyikoglu 2010). Aymi zamanda bor bilesiklerinin, antioksidan
etkileri yoluyla agir metal (Cd, Hg, Bi, Pb) toksisitesine kars1 koyabilecegi de rapor
edilmistir (Turkez et al. 2012; Popova et al. 2017). Bor ve bilesiklerinin insanlarda
osteoporoz, felg, artrit, diyabet, yaslilik/bunaklik, agr1 ve bobrek tasi tedavisi lizerinde
faydal etkilere sahiptir (Miljkovic et al. 2009; Bakirdere et al.2010; Scorei and Rotaru
2011; Scorei and Scorei 2013; Naghii 2014; Nielsen 2014)

Bor, biyolojik hiicre aktivitelerini in vitro ortamda hem transkripsiyonel hem de
translasyonel seviyelerde etkileyebilmektedir. Yapilan bir in vitro arastirmasinda, 10
mM borik asit RNA sentezini 10 kattan fazla arttig1 tespit edilmistir (Dzondo-Gadet et
al. 2002). Bir baska arastirmada ise, 5 mM borik asitin kodlama sonrasi ekzonlarin,

RNA’larin yapisindan c¢ikarilmasi ve uglarinin birlestirme/ekleme seviyesini arttirdigi
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bulunmustur (Shomron and Ast 2003). Genel transkripsiyonun baslatilmasindaki etki
mekanizmasi olarak bor, cis-diol gruplari tarafindan olusturulan kopriilerle birlikte rol
oynadig1 bilinmektedir (Benderdour et al. 1998). Diisiik miktarda bor tiikketiminin,
transforme edici biiyiime faktori B (TGF-B), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF) ve tiimor nekroz faktor a'nin (TNF-a) RNA sentezini artirmasi yoluyla yaralari
iyilestirmeye yardimct oldugu tespit edilmistir (Benderdour et al. 1998; Dzondo-Gadet
et al. 2002). Bor ve RNA ilisgkisini inceleyen diger in vitro ¢alisma ise, 10 mM borun
plasenta ¢ekirdeginde toplam RNA'y1 6.4 kat arttirdigi ve 4 giin boyunca 100 ng / ml
borik asit uygulamasimmin kemik morfogenetik protein-7'nin (BMP-7) mRNA
ekspresyonunu 1.5 kat arttirdig1 ve 7 giin boyunca uygulanmasinda ise 5.5 kat arttirdigi
tespit edilmistir (Ying et al. 2011). Ayrica kantitatif RT-PCR sonuglarina goére, bor
tedavisinin osteoblastik fonksiyonun lehine olarak Kollajen tip I (COL I), Osteopontin
(OPN), Kemik Sialoprotein (BSP), Osteokalsin (OCN) ve RunX2 mRNA
ekspresyonlarini regiile ettigi bulunmustur (Hakki et al. 2010).

Son bulgular, borun dogustan edinilmis ve kazanilmis bagisiklik sistemi ile iliskili
oldugunu gostermistir. Uygun bor ilavesi ile hemositlerin ve nétrofillerin yiizdesini
(Nielsen and Penland 1999), insan tifo asis1 ile enjekte edilen sigcanlarda antikor
diizeylerini (Bai et al. 1997) ve dolasimdaki dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerin ve CDS8 +/
CD4-lenfositlerin sayisin1 artiralabilmekte (Hunt and Idso 1999) ve ayrica LPS’nin
(lipopolisakkarit) neden oldugu pro-inflamatuvar sitokin TNF-a'nin ekspresyonunu
baskilayabilmektedir (Cao et al. 2008).

Insanlarda bor eksikligi; bilyiimede bozulma, anormal kemik gelisimi, kan steroid
hormon seviyelerinde azalma, iiriner kalsiyum atiliminda artis ve makromineral durum
degisiklikleri ile ortaya ¢ikmaktadir (Uluisik et al. 2018). Bunlarla birlikte insanlarda
gozlenen bor eksikligi; beynin elektriksel aktivitesindeki azalmaya, kisa siireli hafizanin
azalmasina ve gorevlerin yerine getirilmesinde beceri yeteneginin azalmasina neden
olabilmekte; buna karsin bor desteginin beyin fonksiyonlarini arttirdig: bilinmektedir.
Borun bu etkileri, bor tarafindan sinir-impuls iletimini saglayan membranlardaki

degisikliklerden kaynaklandigi ileri siirtilmektedir (Penland 1994, 1998; Kot 2009).
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Borun besinsel olarak aliniminin merkezi sinir sistemi lizerinde faydali etkilere sahip
oldugunu gosteren bulgular, borun insanlar i¢in Onemli bir eser elementi oldugu
yoniindeki &nerileri en destekleyici ¢alismalardan birisidir (Nielsen 2014). Iyi kontrol
edilen diyet kosullar1 altinda, 63 giin boyunca yaklasik 0.25 mg bor / 2000 kcal’li
diyetleri tiikketen yashi erkeklere ve kadinlara bor ilavesi (3 mg / gin),
elektroensefalogramlar1 degistirerek elektroensefalogramlart (EEG) degisime ugratti.
EEG spektrumunun dominant frekanslarinda,diisiik frekanslarda daha az aktiviteden

yiiksek frekans ve daha fazla aktiviteye dogrubir kayma vardir (Penland 1995,1998).

1.3.5. Insanlarda borun almmi, emilimi, dagilimi, atilmi, mekanizmas1 ve

toksisitesi

Tabiatta kaya, hava, su ve toprakta dogal olarak borik asit veya borat formunda yaygin
bir sekilde bulunan bor (Kabu and Akosman 2013; Jin et al.2017a;Uluisik et al.
2018),karasal ve sucul bitkilerde de bulunmaktadir (Tiirkez 2007). Bor yoniinden en
zengin besinler meyveler, baklagiller, lifli sebzeler, elma suyu, findik, kuru yemisler
iken et, balik ve siit {irlinleri ise bor yoniinden fakir besinler arasinda yer almaktadir

(Tirkez 2007; Bakirdere et al.2010; Pizzorno 2015; Igra et al. 2016).
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Cizelge 1.3. Hayvansal ve bitkisel kaynakli besinlerin bor igerikleri (Simsek et al. 2003;
Hunt 2012)

Hayvansal Gidalarda Bitkisel Gidalarda
Besin Bor Besin Bor Besin Bor Besin Bor
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Et 0,16 Tahillar 0,9-15 Nar, Bogiirtlen, 03,-2,4 Seftali 34,49
Turunggiller
Balik 0,36 Esmer Un 1,6 Antep Fistig1 67 Uziim 20,70
Inek siitii 0,20 Sebzeler 13 Uziim Yapragi 60,48 Maydanoz 10,24
Yumurta 0,0008 Avakado 7-10 Visne 57,03 Yesil 19,49
aki Fasulye
Bal 7.2 Cekirdekli 1,4-3,5 Ayva 38,78-160 Soya 28
Meyve Fasulyesi
Peynir 0,19 Seker Pancari 76 Kuru Erik 27 Kuru Uziim 25
Tavuk eti 0,09 Badem 23 Kusburnu 19 Yerfistig 18
Findik 16 Hurma 9,2 Sarap ~8,8

Diinya Saglik Orgiitii’ne gore alinan bor miktarinin, hava yoluyla 0,44 mg/giin, igme
suyu ile 0,2-0,6 mg/giin ve beslenme yoluyla 1,2 mg/giin oldugu tahmin edilmektedir
(Bakirdere et al. 2010). Bor alinimi insan metabolizmasina, cinsiyetine ve yasa bagl
olarak degismektedir. Ornegin; 0-6 aylik bebeklerde bor alimi1 0.75 + 0.14 mg/giin, 51-
70 yas grubundaki erkekler i¢in 1.34 + 0.02 mg/giin, emziren anneler i¢in de 1.39 = 0.16
mg/giin’diir (Bakirdere et al. 2010; Hunt 2012). Giiniimiizde, Diinya Saghk Orgiitii
(WHO), giinde 1 ila 13 mg'lik degerler arasinda bor aliniminin giivenli olabilecegini
fakat glinlik bor alinimim 28 mg/giin gecmemesini tavsiye etmektedir (Erbaykent
Tepedelen et al. 2016; Jin et al. 2017D).

Borun insan viicuduna girisi sindirim, dermal ve solunum yolu ile olmaktadir.Borun
sindirim yolu ile alinmasi, bor agisindan zengin topraklarda yetistirilen veyahut bor

iceren tarim ilaglari ya da bor giibresi uygulanan bitkilerin tiiketilmesi, yiikksek miktarda
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bor igeren sularda bulunan su {irlinlerinin tiiketilmesi veya bor kaynaklarina yakin
bolgelerdeki igme sularmin igilmesi ile ger¢eklesmektedir. Borun solunum Yyoluyla
viicuda alinmas1 bor madeninin ¢ikarildig1 veya islendigi yerlerde gaz veya toz halinde
solunmasi ile olmaktadir.Borun temas yoluyla alinmasi ise temizlik (sabun, deterjan
vb.), kozmetik maddeleri (cilt ve sag bakim {iriinleri, deodorantlar, banyo kremleri vb.)
ve ilaglarinbor igeren iriinlerinin kullanilmasi seklinde gerceklesir. Ayrica borun
saglikl cilt tarafindan sadece ¢ok sinirli bir oranda emilmesine ragmen hasar gérmiis
deri bolgelerinden kolayca absorbe edilebilecegi de saptanmustir (Huel et al. 2004;
Tiirkez 2007; Barranco and Eckhert 2006; Korkmaz et al. 2007a, 2007b; Bakirdere et
al. 2010; Bilgic and Dayik 2013).

Yapilan cesitli farmakokinetik ¢alismalarla bor, gastrointestinal ve solunum sistemi
tarafindan hemen hemen tamamina yakini emilerek viicuttaki dokulara ve sivilarina
borik asit ve olduk¢a az miktarlarda da borat anyonu (B (OH)s4) olarak dagilmaktadir.
Insanlarda emilen bor bilesiklerinin yarilanma dmrii 24 saat veya daha az bir siire olup
bir kag giin i¢inde diyetle alinan borun % 83-98°i iire ile atilmaktadir. Bu eliminasyon
baslica glomerular filtrasyon yoluyla gerceklesmekte ve ayrica insanlarda ¢esitli yollarla
viicuda alinmis olan bor ve bilesiklerinin % 90°dan fazlasinin ilk 24 saat i¢erisinde idrar
yoluyla/iiriner yolla atildig1 rapor edilmistir. Bu nedenle insan viicudunda bor birikimi
olmamaktadir (Tirkez 2007; Korkmaz et al. 2007b; Henderson et al. 2009; Bakirdere
et al. 2010; Nielsen and Meacham 2011; Erbaykent Tepedelen et al. 2016).

Borun biyokimyasal 6zelligi, bir Lewis asidi gibi davranarak metabolizmayla ilgili
birgok enzimin aktivitesini etkileyen borik asitten kaynaklanmaktadir (Nielsen and
Meacham 2011; Korkmaz et al. 2014; Erbaykent Tepedelenet al. 2016). Borik asit,
organik bilesiklerin hidroksil gruplar ile ester kompleksleri olusturur ve bu hidroksil
gruplar bitisik ve bir cis yoniinde oldugu zaman ger¢eklesmektedir (Nielsen 2014).
Borun bu o6zelligi peptidaz, proteaz, proteazom, arginaz, nitrik oksit sentaz ve
transpeptidaz enzimlerde etkili bir inhibitér olarak rol oynamasimi saglamaktadir.
Ornegin, kallikrein ile ilgili peptidaz ailesinin bir iiyesi olan ve prostat kanseri veya

diger prostat bozukluklarinda degeri yiikselen prostat spesifik antijenin (PSA),
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proteolitik aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Boylelikle borik asit, prostat
adenokarsinomu gelisimini ve hiicre proliferasyonunu azaltabilecegi bulunmustur
(Gallardo-Williams et al. 2003b; Bradke et al. 2008; Scorei and Popa 2010; Mcauley et
al. 2011).

Bor, 24-hidroksilaz inhibitorii olmakla beraber ayni zamanda cis-hidroksil gruplari
iceren biyomolekiillerde diester borat komplekslerinolusumunu ve aktivitesini de
etkilemektedir. Bu tiir bor i¢eren biyomolekiiller, riboz ihtiva eden (6rnegin, S-adenosil
metiyonin (SAM-e), diadenosin fosfatlar ve nikotinamid adenin diniikleotid (NAD"))
molekiilleri igerir. Bu biyomolekiiller, bir¢ok temel biyokimyasal olayda rol
oynamaktadir. Onemli bir metil verici olan SAM-e, insan metabolizmasinda en c¢ok
kullanilan enzim substratlarindan biridir. SAM-e'nin yaklasik % 95'i, DNA, RNA,
proteinler, fosfolipitler, hormonlar ve transmitterlerin aktivitesini etkileyen metilasyon
reaksiyonlarinda kullanilmaktadir. SAM-e metilasyon reaksiyonlari, homosistein igine
hidrolize olabilen S-adenosil homosisteinin olusumuyla sonuglanir (Bolafios et al. 2004;
Loenen 2006; Nielsen 2009, 2014; Pizzorno 2015).

Bor ayrica oksitlenmis nikotinamid adenin diniikleotidini (NAD") gii¢lii sekilde baglar
ve dolayisiyla igerdigi reaksiyonlari etkileyebilmektedir. Hiicre dist NAD™ 'nin bir rolii,
plazma membran reseptorii CD38'e, yani adenosin difosfat ribozil siklaza baglanir ve bu
da NAD +' yi siklin ADP ribozuna doniistiiriir. Siklik ADP riboz hiicre igine salinir ve
endoplazmik retikulumdan kalsiyum iyonlarinin salinimma neden olan riyanodin
reseptoriine baglanir.Hiicre kiiltlirii calismalari, borun siklik ADP ribozuna baglandigi
ve bu proteinin geri doniigiimlii bir inhibitdr oldugunu gostermektedir.Kanda bulunan
bor konsantrasyonlarin riyanodin reseptdriine duyarli depolardan Ca*? salimini azalttig
tespit edilmistir. Bu nedenle borun, NAD* ve/veya siklik ADP ribozu baglayarak ve
insiilin salinimi, kemik olusumu, bagisiklik yaniti ve beyin fonksiyonu da dahil olmak
lizere bor tarafindan etkilenen bircok siire¢ icin bir sinyal iyonu olan Ca*? salimini
inhibe ederek biyoaktif bilesik oldugu hipotezi ileri siiriilmiistiir (Ralston and Hunt
2001; Eckher 2006; Henderson et al. 2009; Nielsen 2014).
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Bor ayrica fosfoinozititler, glikoproteinler ve glikolipitler ile diester borat kompleksleri
olusturur. Glikolipidler, kalsiyum kenetleme maddeleri ve redoks diizenleyiciler gibi
davranan ve hiicre zarinin biitiinliigiinii ve islevini etkileyen biyomolekiillerdir. Bununla
birlikte, tiim Okaryotik hiicre membranlarinin dis ylizeyinde bulunan glikolipidler,
membranin stabilitesini korumaya yardimei olur, dokulart olusturmak i¢in hiicreleri
birbirine baglar ve hiicre disindaki ortamda belirli kimyasallar i¢in bir tanima bolgesi
olarak gorev yapar.Fosfoinositidler, lipid kinazlarin diizenlenmesinde yer alir.
Glikoproteinler, hiicre-hiicre etkilesimlerinde rol oynayan &nemli integral membran
proteinleridir. Bu biyomolekiillerden olusan diester borat kompleksleri vasitasiyla, bor
tiim bu biyokimyasal olaylar1 etkilemektedir (Wimmer et al. 2009; Grabon et al. 2015;
Pizzorno 2015).

Oksidatif hasarin ve stresin 6nemli bir regiilatorii olan NADPH, serbest radikallerin ve
hiicrelerdeki reaktif oksijen bilesiklerinin nétrlestirilmesinde rol oynayan azalmig
glutatyon (GSH) miktarlarini arttirir ve boylelikle oksidatif stres ve oksidatif hasari
azaltabilmektedir. Bununla birlikte, borik asitin NADPH diizeylerinin diizenlenmesinde
birgok etkili role sahiptir. Bu nedenle, borik asitin oksidatif stres ve hasara etkisi
olduk¢a onemli olmaktadir. Eritrosit siiperoksit dismutaz konsantrasyonu, bor eksikligi
olan erkeklerde ve kadinlarda (0.25 mg / giin) bor takviyesiyle (3 mg / giin) anlamli bir
sekilde arttig1 tespit edilmistir (Erbaykent Tepedelen et al. 2016). Bununla birlikte,
kalsiyum fruktoz boratin, oksidatif strese maruz birakilan kiiltiir hiicrelerinde hiicre ici
stiperoksit iyonunun miktarini azalttigi bulunmustur (Nielsen and Meacham 2011).
Sonugta, borik asitin normal hiicrelerde DNA hasarina kars1 koruyucu bir rol oynadigi
tespit edilmis olup (Barranco et al. 2007; Ince et al. 2010)hem anti-inflamatuar hem de

antioksidan ajan olarak rol aldigi rapor edilmistir (Scorei et al. 2011).

Yash kadinlara diyetle bor takviyesi yapilarak (0.3 mg/giin ila 3.0 mg/giin arasinda)
beslenmedeki bor miktarinda 6nemli artiglara ragmen kandaki bor degerlerinde yalnizca
kiigiik degisiklikler oldugu tespit edilmistir. Yapilan c¢esitli ¢aligmalarla arastirmacilar,
diyet ge¢misleri bilinmeyen deneklerden alinan tam kandaki bor konsantrasyonlarmin

oldukca dar bir aralikta oldugunu rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda, disi siganlarda 21



29

giin siireyle yiiksek miktarda bor (9.25 mmol/Lsu) takviyesi, plazma bor
konsantrasyonlarinda bir artisa neden olurken, tanimlanmamis bir homeostatik
mekanizma ile eszamanli olarak bor konsantrasyonlarina kars1 karaciger ve beyindeki
bor miktarindaki fazlaligi elimine ettigi tespit edilmistir (Hunt 2012). Bor
konsantrasyonunun bir dereceye kadar degrade edilmesi bora 06zgii tasiyicilarin
varligina isaret etmektedir. Son zamanlarda, insan bobrek tiibiiler epitel hiicrelerin
bazolateral membranlarinda bulunan ve voltaja duyarli Na* baglh spesifik bir memeli
borat tastyicisi olan NaBC1 kesfedilmistir. NaBCl1'in, plazma borik asit seviyelerini
korumakta rol oynamasi, borun homeostatik kontrolii i¢in bir kanit niteligindedir (Park
et al. 2004; Barranco and Eckhert 2006). Ayn1 zamanda bitkilerde biiylime, ¢i¢ceklenme
ve tohum olusumu i¢in gerekli olan bu element, kok perisiklik hiicrelerinde tespit edilen
bir borat tasiyicist olan BORI1’i kullanarak topraktan bor elde etmektedir. Yeni
kesfedilen ve Arabidopsis thaliana’daki bor tasiyicist BOR1'in (AtBorl) memeli
homologu olan insan BTR1, bikarbonat tasiyici aile tiyesindendir. Bu bor tasiyicisi olan
insan BTR1, ¢esitli dokularda yaygin olarak bulunmakla birlikte bobrek, tiikriik bezleri,
testis, tiroid ve trakeada daha yogun bir sekilde bulunmakta ve bu dokularda simdiye
kadar tanimlanmayan anyon tagima mekanizmalarindan sorumlu olabilecegi
distintilmektedir (Parker et al. 2001;Takano et al.2002, 2005; Barranco and Eckhert
2006; Hunt 2012).

Insanlarda borun toksik seviyesi hakkinda giincel bilgilerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu konudaki smirli veriler yalnizca insan zehirlenmesi vakalar1 ve
hayvanlar tizerindeki toksisite ¢alismalarindan elde edilmistir (Bakirdere et al. 2010).
Borik asitin 6ldiiriicii dozunun insanlarda, agiz yolu ile maruziyetinde 640 mg/kg, deri
yolu ile maruziyetinde 8600 mg/kg ve intravendz enjeksiyon yolu ile maruziyetinde ise
29 mg/kg oldugu kaydedilmistir. Yetiskinlere kiyasla ¢ocuklarin bor bilesiklerine daha
duyarli olduklart belirtilmistir (Tirkez 2007). Bu raporlara dayanarak, kazara bor
zehirlenme verileri, borik asidin akut 6liimciil dozu, bebekler i¢in 3000-6000 mg ve
yetiskinlerde 15.000-20.000 mg'dir. Bor toksisitesinin klinik semptomlart;sinirlilik,
ndbetler ve gastrointestinal rahatsizliklari igermektedir. Ayrica iltihaplanma, tikaniklik,

mukozanm pul pul dokiilmesi, eksfoliatif dermatit,renal tiibiiler hiicrelerin graniiler
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dejenerasyonu ve 6dem seklinde ortaya ¢iktigi da bildirilmistir. Bor toksisitesinin klinik
semptomlari, yasa ve viicut agirligina bagl olarak 100 ila 55.500 mg araligindaoldugu
bildirilmistir.Borun risk degerlendirmeleri su ana kadarbeslenme veya belediye igme
suyuna maruz kalinmasisonucunda insanlarda toksisite riski tasimadigini belirtilmekle
birlikte, borik asit ve sodyum boratlarin akut toksisitesi diisiiktiir. Bor bilesikleri ciltte
irritasyona ve duyarliliga neden olmazlar. Bazi sodyum boratlarin hayvanlarda goz
tahrisine neden oldugu, ancak 50 yil boyunca mesleki olarak bor bilesiklerine maruz
kalan insanlarda olumsuz goz etkileri gériilmedigi rapor edilmistir (Bakirdere et al.
2010). Bor bilesikleri, yiiksek dozlarda test edilen tiim tiirler i¢in toksiktir. Bu toksisite
gelisimsel ve iireme organlari lizerinedir. Ancak yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore
borun mutajenik, genotoksik veya kanserojenik bir etkiye sahip olmadiklar1 rapor
edilmisgtir (Fail et al. 1998). Hayvanlarda, bor ile ilgili ana toksik etki iireme
sisteminietkilemektedir. Bor, si¢an, fare ve kopeklerde germ hiicrelerinin kaybi yada
yoksunlugu ile birlikte kiiglilmiis skrota, sperm dejenerasyonu ve seminifer tiibiillerin
atrofisini iceren erkek tireme sisteminde spesifikolumsuz etkilere neden oldugu tespit
edilmistir. Borun disi siganlarda oviilasyonda azalmaya ve disi farelerde ise bobrek
lezyonlarina neden oldugu goézlemlenmistir (Fail et al. 1998; Bakirdere et al. 2010).
Fakat birkac¢ saha arastirmasinda borun insan lireme sistemlerine veya giinliik ytliksek
seviyelerde alimma maruz kalan insanlarin cinsel yeteneklerini etkilemedigi
bildirilmistir (Korkmaz et al. 2007b). Sayli ve arkadaslar1 (1998), Tiirkiye'de bilinen en
yiiksek bor yataklarina sahip olan Balikesir, Kiitahya ve Eskisehir illerinden rastgele
secilen 927 kisi (230 kadin, 697 erkek) ile yaptig1 ¢alisma sonucunda; bu insanlarin
bora hem ¢evresel hem de mesleki agidan maruz kalmalarina ragmen borun insan
fertilitesi ve ¢ogalmasi iizerine olumsuz bir etkiye Sahip olmadigini rapor etmislerdir.
Tiirkiye'de, igme suyunda dogal olarak yiiksek miktarlarda bor (29 mg B/l'e kadar)
bulunmasinin yani sira madencilik ve tiretimden de kaynaklanan bora maruz kalma
oraninin yiiksek oldugu bir popiilasyon lizerinde yapilan arastirmalar neticesinde {i¢
nesil boyunca dogurganlik iizerine herhangi bir olumsuz etki rapor edilmemistir (Sayli
2001; Sayli et al. 2003; Nielsen 2014). Benzer sekilde, Whorton ve arkadaslarinin
(1994) yapmis oldugu bir ¢alismada 10 mg/m? hava seviyelerinde sodyum borat toza
maruz kalan erkek calisanlarin standart dogumoranlari incelenmis ve dogurganlik

tizerine herhangi bir toksik etkisinin olmadig1 bulunmustur.
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1.4. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

1.4.1. Oksidatif stres

Aerobik organizmalarda gerceklesen ksenobiyotik metabolizma, mitokondriyal elektron
transportu, fagositik aktivasyon, c¢esitli sentez ve degredasyon reaksiyonlarinda
kullanilan molekiiler oksijenin %98’i oksidazlar yoluyla suya doniistiiriiliirken %1-2
oraninda ise reaktif oksijen metabolitleri (ROM) meydana gelmektedir. Olusan bu ROM
cesitli mekanizmalar ile biyomolekiillere hasar verebilmektedir.Hiicreler bu hasarihiicre
ici savunma mekanizmasi olan antioksidan sistemlerini aktif hale getirerek dengede
tutmaya c¢alismaktadirlar. Fakat prooksidan ile antioksidan arasindaki dengenin
prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir. Yani ROM
liretiminin artmasi ile beraber hiicrenin antioksidan kapasitesinin de azalmasi oksidatif
stresin olusumuna neden olmaktadir. Kisacasi oksidatif stres; hiicrelerin lipid
peroksidasyonuna neden olan reaktif oksijen/azot tiirlerinin (ROS/RNS) olusumu ile
hiicrelerin antioksidan savunma sistemleri yoluyla bu molekiilleri nétralize etme
yetenegi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir (Poljsak et al. 2013; Persson et
al. 2014; Rahal et al. 2014; Pisoschi and Pop 2015).

Protein, lipit ve niikleik asitler de dahil olmak iizere g¢esitli makromolekiillerde hiicresel
hasarlara neden olan oksidatif stres insanlarda bir¢cok hastaligin patogenezinde ve
patofizyolojisinde rol oynamaktadir (Doorn and Petersen 2003; Bloomer and Goldfarb
2004; Schieber and Chande 2014). Oksidatif stres, akut akciger hasari, akut solunum
sikintis1 sendromu ve hiperoksi, yaslanma, hipertansiyon ve miyokard enfarktiisii gibi
kardiyovaskiiler hastaliklar, yasa bagli makiila dejenerasyonu gibi goz hastaliklari,
inflamasyon ve otoimmiin hastalik gibi bagisiklik hastaliklari, kanser, diyabet, bobrek
hastaligi, karaciger hastaligi, Alzheimer, Parkinson hastalig1 gibi norolojik hastaliklar,
Hungting-ton hastaligi ve pankreatit gibi birgok hastaligin ortaya ¢ikmasinda etkili
olmaktadir (Young and Woodside 2001; Pechan et al. 2003; Willcox et al. 2004;
Ballinger 2005; lannitti and Palmier 2009; Toda 2011; Maulik et al. 2013; Lopez-
Alarcéna and Denicola 2013; Lopez- Persson et al. 2014; Rahal et al. 2014; Pisoschi
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and Pop 2015). Ayrica yaglanmanin oksidatif stres ile olan iligkisi; ROS neden oldugu
oksidatif hasarin geri dondiiriilemez bir sekilde ilerlemesi, fizyolojik islevlerin
bozulmasi, hastalik insidansini yiikseltmesi ve yasam siiresinin azaltmasindan
kaynaklanan sonuglarin yaslanma biyolojisi lizerinde olumsuz etkilere sahip olmasindan

kaynaklanmaktadir (Maulik et al. 2013; Pisoschi and Pop 2015).

1.4.1.a. Serbest radikaller

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler orbitallerde bir veya daha fazla eslenmemis
elektron igeren atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Pisoschi and Pop 2015).
Eslesmeyen elektron (lar), genellikle serbest radikallere oldukca fazla reaktif 6zelligi
kazandirarak diger molekiillerle hizla reaksiyona girmelerini saglamaktadir (Valko et al.
2007). Radikallerle reaksiyona giren molekiiller elektronu azaldigindan reaktif hale
gelmektedirler. Bu etkilesim bir radikal ile diger molekiillerin arasina bir antioksidan
sistem devreye girinceye kadar zincirleme reaksiyon seklinde devam etmektedir
(Tirkez 2007).

Oksidatif strese neden olan bu serbest radikaller molekiil agirlig diisiik, kisa 6miirlii,
kararsiz ara bilesikler olup (Abdollahi et al. 2003) fagositoz aktivasyonunu iceren
mikrobiyal enfeksiyonlara maruz kalma, yogun fiziksel aktivite veya sigara dumani,
alkol, iyonize edici ve UV 1sinlari, zirai ilaglar ve ozon gibi Kirleticilerin veya toksinlere
maruz kalinmasi ve hiicresel solunum gibi aerobik siireclerde tiretilmektedir (Poljsaket
al. 2013). Oksidatif stres olusumunda rol oynayan onemli reaktif oksijen ve reaktif
nitrojen tiirleri Cizelge 1.4.’de ve 6nemli reaktif tiirlerin olusumu ve etkileri de Cizelge

1.5°te gosterilmistir.
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Cizelge 1.4. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirleri (Hermes-Lima 2004)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Radikal

Radikal olmayan

Stiperoksit (O2)

Hidrojen peroksit (H202)

Hidroksil (OH")

Hipoklorik asit (HOCI)

Peroksil (LO2)

Ozon (O3)

Alkoksil (LO)

Singlet oksijen (Oy)

Lipid hidroperoksit (LOOH)

Peroksinitrit (ONOQO)

Reaktif nitrojen tiirleri (ROS)

Radikal

Radikal olmayan

Nitrik oksit (NO)

Nitroksil (HNO)

Nitrojen dioksit (NO2)

Nitroksit (NOS)

Nitroz asit (HNO2)

Peroksinitrit (ONOQO)

Cizelge 1.5. Onemli reaktif tiirlerin olusumu ve etkileri (Tunc 2010; Peet 2012)

REAKTIF TUR OLUSUMU ETKILERI
Oksijnin bir elektron almasiyla olugur. | Okside ve rediikte edici 1. Hidrojen
ROS’un birincil formudur. | peroksitin ~ hidroksil  radikallerine
Mitakondri/endoplazmik retikulum | dismutasyon, 2. Thiol gruplan ile

Siiperoksit anyonu
(G2)

arasindaki elektron transferi sirasinda

aciga cikabilir.

reaksiyon olusturma. 3. Peroksinitritin

olusumu.

Hidorjen peroksit
(H202)

Oksijenin iki elektron almasiyla olusur.
Oksidatif

mitakondride siiperoksit dismutasyonu

fosforilasyon  sirasinda

ya da gesitli oksidazlarin iriinii olarak

olusur. Radikal degildir.

Yiiksek biyolojik dagilimi  vardir.

niikkleer membranlara

DNA

Plazma ve
kolayca  geger.

haberlesme ve yangi siirecinde olusur.

yapimi,

Hidroksil radikali
(OH)

Oksijenin {i¢ elektron almasiyla olusur.
Siiperoksit ve hidrojen peroksitin metal
bir katalizorle birlesmesi (Haber-Weiss
reaksiyonu) ya da serbest demirin
hidrojen peroksitlebirlesmesi (fenton

reaksiyonu) ile olusur.

Olduk¢a reaktif ve kisa Omiirliibir

oksijen radikalidir. Biitin hiicresel
yapilara saldirr. Lipid
peroksidasyonunu  baslatir,  DNA
yapisint  bozar, elektron transfer

reaksiyonlarina katilir.
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Cizelge 1.5. (devam)

Oksijen molekiiliiniin en indirgenmis | Okside edici bir ajandir. Karotenoid ve
Singlet oksijen (O>) halidir. Siiperoksit anyonu | yag asitlerindeki karbon-karbon ¢ift
dismutasyonu sirasinda olusur. | baglarini bozabilir.

Fotosensitizasyon ile de olusturulabilir.

Peroksil ve alkoksil | Organik peroksitlerin yikimi esnasinda | Okside edici bir ajandir. Hidrojen
radikalleri (LO; ve | Ve karbon radikallerinin  oksijenle | iyonunu diger molekiillerden ayirarak

LO) reaksiyonunda olugur. lipid peroksidasyonuna katkida
bulunur.

L- arjinininnitrik oksit sentetaz enzimi | Siperoksit  anyonuyla  birleserek
Nitrik oksit (NO) | ile reaksiyonu sonras: iretilir. Kendisi | glutatyon, sistein, deoksiriboz ~ ve
radikal degildir ama radikal iiretimine | thiollerle reaksiyona giren peroksinitriti

katkida bulunabilir. olusturur.

Hidrojen peroksitin miyeloperoksidazla | Oldukga reaktiftir ve yagda
Hipoklorik asit reaksiyonu sonucu olusur. ¢oOziinebilir. Protein yapilari, thiol,
(HOCI) aminoasit ve methiyonini okside eder.

1.4.1.b. Serbest radikallerin hasar verici reaksiyonlari

Serbest radikaller olan reaktif oksijen ve azot tiirleri savunma mekanizmalarinin
kapasitelerini asacak seviyede olduklar1 zaman pek c¢ok hiicresel yapiyr olumsuz yonde
etkileyerek hiicre hasarlarina yol agmaktadirlar. Organizmadameydana gelen bu hasarlar
lipidler, proteinler, karbohidratlar, niikleik asitler, enzimler gibi biyomolekiillerin
hemen hemen tamamini etkilemekte (Doorn and Petersen 2003) ve meydana gelen

hasarin sonucuolarak hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir (Pisoschi and Pop 2015).

Lipitlere etkisi:

Poliansature yag asitleri (PUFAs) bakimindan zengin olan hiicre membranlar radikaller
tarafindan kolaylikla etkilenebilmektedirler.PUFAs’nin oksidatif yolla yikimi lipid
peroksidasyonu olarak adlandirilmakta ve membranda bulunan doymamis yag
asitlerinin serbest radikaller tarafindan, alkol, aldehit, peroksit, hidroksi yag asiti, pentan

ve etan gibi ¢esitli tirlinlere yikilmasiyla sonuglanan bir dizi zincirleme reaksiyonlardir.
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Ik 6nce yag asidi radikalinin oksijenle birlesmesiyle olusan lipid peroksid radikalleri,
yag asitleri ile reaksiyona girerek hidroperoksitleri olugturmakta ve bu da ortamda
bulunan Fe ve Cu gibi metal iyonlarinin katalizorliigiinde malondialdehidlerle (MDA)
beraber hidrokarbon yapidaki iiriinler agiga ¢ikmaktadir.Kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde gegeklesen lipid peroksidasyonu oldukg¢a hasar verici olup bu
hasarmembran1 geri donilisiimsiliz olarak etkilemektedir.Hiicre membraninda yapmis
oldugu bu hasar; DNA bazlar1 ile olumsuz etkilesimi, membranlarda iyon
gecirgenliginin degismesi, proteolitik ve katabolik enzim aktivitesinde artis gibi
membran 6zelliklerini degistirmesinden kaynaklanmaktadir. Lipid peroksidasyonlarinin
tespitinde kullanilmakta olan MDA’in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugu
tespit edilmistir (Doorn and Petersen 2003; Headlam and Davies 2004; Milne et al.
2005; Zeng and Davies 2005; Alderson et al. 2006; Valko et al. 2007; Persson et al.
2014; Pisoschi and Pop 2015; Embuscado 2015).

Proteinlere etkisi:

Serbest radikallere oldukga duyarli olan proteinlerinoksidatif hasar sonucu sekonder ve
tersiyer yapilarinda degismelerin yan1 sira agregatlar olugsmakta ve protein pargalanmasi
meydana gelmektedir. Enzim, norotransmitter ve reseptor proteinlerin fonksiyonlarinin
bozulmasiyla dahiicresel fonksiyonlar kaybedilmektedir. Sisteinler ve metioninlerin
kolayca oksitlenebilmesiyle birlikte, bu oksidasyonlarin bir¢ogu disiilfiir rediiktazlar
tarafindan geri donistiiriilebilmektedir. Aminoasit kompozisyonlarina,amino asit
igeriklerine ve meydana gelen hasarin onarilabilirligine bagli olarak proteinlerin serbest
radikallerden etkilenme derecesi degismektedir (Marnett et al. 2003; Headlam and
Davies 2004; Zeng and Davies 2005; Aldersonet al. 2006; Peet 2012).

Monosakkaritlerin ~ serbest radikallerle  oksidasyonu sonucu peroksitler ve
okzoaldehidler olugmaktadir. Karbonhidratlarin otooksidasyonu sonucunda olusan
tiriinler doku hasarina neden olmakta ve bir¢ok kronik hastaligin patojenezinde etkin rol
almaktadirlar. Ayrica DNA, RNA ve proteinlere baglanarak kanser gelisiminde ve

yaglanma siirecinde 6nemli rol oynadiklar1 da tespit edilmistir (Tiirkez 2007).
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DNA iizerine etkisi:

Oksidatif stres etkilerini DNA’y1 olusturan yapilarda genetik hasar olusturmakla
gostermektedir. Niikleik asitlerin serbest radikallerle olan reaksiyonlari sonucunda piirin
veya pirimidin halkasindaki degisiklikler nedeniyle DNA ipligindeki kirilmalar, zincir
kirilmalart  ve c¢apraz baglanmalarina, piirin, pirimidin  ve deoksiribozda
modifikasyonlara yol agarak DNA hasarlart gézlenmistir. Bu genetik hasarlar kanser,
mutasyon ve yaslanma da dahil olmak iizere ¢esitli yapisal ve metabolik hastaliklarin
olusmasina neden oldugu rapor edilmisti. DNA’nin oksidasyon, depiirinasyon,
metilasyon ve deaminasyon reaksiyonlari neticesinde olusan 8-hidroksiguanin (8-OH-
dG), karsinojenez ve mutajenez ozellige sahip olmasindan dolayr oksidatif stresde
potansiyel bir biyomarkir olarak kullanilmaktadir.Mitokondriyal DNA (mtDNA),
oksidatif hasarlara niikleer DNA' ya gore daha duyarli oldugunu rapor edilmistir.
Mitokondriyal DNA da onarim kapasitesinin sinirli olmasi,  solunum  zincir
reaksiyonlarinda kullanilan oksijenin %5’ inin siiperoksit anyona ve hidrojen peroksite
dontistiirilmesi  ve bununla birliktehiston proteinlerinin  bulunmayist nedeniyle
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Leonard et al. 2004; Valko et al. 2006, 2007;Gilca et
al. 2007; Kryston et al. 2011; Rahal et al. 2014; Persson et al. 2014; Pisoschi et al.
2105).
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Cizelge 1.6. Serbest radikallerin lipid, protein ve DNA iizerine etkileri ve sonuglari
(Lugrin et al. 2013)

Doymamus yag asitlerinin Lipoprotein oksidasyonu Lipid nitrasyonu
oksidasyonu
. _ v v
Lipd peroksidasyonu Okside LDL Nitrath lipadler
Toksik aldehitler
\ ¥ _ ./
Membran bozukluklan Pro-inflamatuvar etk Nitnik oksit tagima
Sttotoksisite Atherosklerozis Hiicre sinyah
Siulfhidril Karbonilasyon Fenolik nitrasyon Silfiir
oksidasyonu {Pro, Thr, Lys, Arg) (Tyr) nitralizasyonu
(Cys) (Cys)
\4 v v v
Siilfenik asit Keton Nitratli protein Nitrbze protein
Dusiilfid Aldehad
v v v v
Protein pargalanmasi | Protein pargalanmasi Fonksiyon kaybi Fonksiyon kayb
Fonksivon kayhi Fonksivon kayb
Niikleotid oksidasyonu Deoksiriboz oksidasyonu
v
8-oxoguanin olugumu DNA sarmali parcalanmasi
Mutasyon Mutasyon

1.4.2. Antioksidan Sistemler

Serbest radikaller tarafindan olusturulan oksidatif stresinve bundan kaynaklanan
hasarlarin ortadan kaldirilmas i¢in organizmada ¢esitli antioksidan savunma sistemleri
gelismistir. Reaktif oksijen metabolitlerin olusumunu engelleyen, serbest radikallerle
reaksiyona girerek bunlarin otooksidasyonunu ve peroksidasyonunu Onleyen ve
oksidatif stresin yol a¢tig1 hasarlara kars1 hiicreyi koruyan maddelere ‘’antioksidan’’,
buolaya da ‘’antioksidan savunma sistemi‘’denilmektedir (Pham-Huy et al. 2008; Sen et
al. 2010; Shinde et al. 2012; Karabulut and Giilay 2016). Antioksidan etki dort farkli
sekillerde gerceklesmektedir:

Toplayia etki: Olusmus olan serbest radikallerin tutulmasi ya da ¢ok daha zayif olan

yeni bir molekiile doniistiiriilmesi,



38

Baskilayica etki:Serbest radikallerle reaksiyona girip onlara bir H* aktararak etkilerinin

siirlandirilmasi veya inaktif sekle doniistiiriilmesi,

Zincir kiricr etki:Radikalleri kendilerine baglamasiyla reaksiyon zincirini Kirip

fonksiyonlariin engellenmesi,

Onaria etki:Oksidatif hasara maruz kalan molekiillerin onarilmasi iglemidir (Tirkez
2007).
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Cizelge 1.7. Organizmada 6nemli hiicre i¢i antioksidanlarin fonksiyon ve yerlesimleri

(Sorg 2004)
HUCRE ICI ANTIOKSIDANLAR
Antioksidan Fonksiyonu Bulundugu Yerler
ENZIMLER

Cu, Zn, Mn-SOD

O,’nin H,0; ve O>’ye dismutasyonunu saglar.

Sitozol,¢ekirdek,lizozo
mlarve mitokondri

GSH’nin GSSG’ye oksidasyonu ile baglantili

Sitozol, mitokondri ve

GSH-Px olarak swrasiyla HxO, ‘yi  ve yag asit | ¢cekirdek
hidroksiperoksitlerini indirger.
CAT H20, yi H20 ve O, ye doniistiiriir. Peroksizomlarla sinirl
GSSG’yi  GSH’ye  indirger ve  boylece | Peroksidazlarla beraber
GSH rediiktaz peroksidazlarla beraber ¢alisir.
GSH-S-transferaz | GSH ile birleserek ksenobiotikleri metabolize eder. | Sitozol ve membrana
bagl
Yeni disilfit bag olusumunu ve enzim aktif | Genellikle

Protein-disiilfit
izomeraz

bolgesindeki degisimini

katalize eder.

ditiyol/disiilfit  grup

endoplazmik retikulum
liimeninde

Tiyoredoksin

Tiyollere
indirger, ayrica H>O, ve
metabolize eder.

karsilik gelen protein disiilfitlerini
lipid peroksitlerini

Genellikle
endoplazmik retikulum
liimeninde

Peroksiredoksin

H»0, veya peroksitlerle tepkimeye girerek tiyol

Protein tipine bagh

radikallerini uzaklastirabilir. olarak farkli yerlerde
METAL iYON SEKESTRESYONLARI
Ferritin Hiicre i¢i demir deposudur. Sitozol

Metallotiyoninler

Metal iyonunu baglarlar.

Sitozol ve ¢ekirdek

DUSUK MOLEKUL AGIRLIKLI FAKTORLER

GSH-Px i¢in kofaktordiir. Proteinlerin siilfhidril | Tim hiicre
GSH gruplarint  oksidasyon vegapraz baglantilardan
koruyarak aktif tiriinleri temizler.
Birgok enzim igin kofaktdr, GSH ile es zamanli | Tiim hiicre
Vitamin C calisir ve dogrudan ROT’lar1 temizleme potansiyeli

vardir.

Beta karoten

Vitamin A prekiirsorii peroksil temizleyicisi.

Hiicre membram

Vitamin E Membranlari oksidatif hasardan korur. Tiim membranlar
Mitakondriyal ve hiicre mebranlarindaki elektron | Tiim membranlar
Koenzim Q10 tranport zincirindedir. Biyolojik

membranlarininoksidatif hasardan korunmasinda
Vitamin E ile birlikte ¢aligir.
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Cizelge 1.8. Onemli hiicre dis1 antioksidanlar ve fonksiyonlar1 (Sorg 2004)

HUCRE DISI ANTIOKSIDANLAR

Antioksidan savunma

Aciklamalar

Eritrosit Hiicre i¢i antioksidan savunmalariyla metabolizma i¢in Oz ve H>O2’yi
tutabilir.
ENZIMLER
Peroksidaz Hiicre i¢i peroksidaza gore daha diigiik kondsantrasyonlarda bulunur.

PROTEINLER

Transferrin ve

laktoferrrin

Onciil antioksidan aktiviteden korunmak igin demiri baglarlar.

Seruloplasmin

Fet+ ve Cu+ tarafindan stimiile edilen lipid peroksidasyonunu baskilayan
akut faz proteinidir.

Albiimin Hiicre dis1 tiyollerin en dnemli kaynagidir.
Haptoglobin Serbest hemoglobini baglar.
Hemopeksin Hemi baglar ve istenmeyen redoks tepkimelerinde korur.

Apoliproteinler

Metiyonin kalintilarinin fosfolipid ve kolestorol ester hidroperoksitlerini
ilgili alkollerekimyasal olarak indirgenme potansiyelleri vardir.

PROTEIN OLMAYAN BILESIKLER

Glukoz Yiiksek konsrasyonlarda bulunmaktadir. H,O,’ yi temizleme potansiyeli
vardir.
Urik asit ROT temizleyebilmesinin yaninda demir ve bakir iyonlarini da
baglayabilmektedir.
Vitamin C Farkl1 antioksidanlari etkin temizler.Plazma lipidleri igin
farkliantioksidanlara kars1 birinci basamakantioksidan savunmayi saglar.
Biluribin ROT temizler ve Yag asitlerini oksidasyondan korur.
Vitamin E Etkin LOO temizleyicisidir.
Selenyum GSH-Px ve tiyoredoksinlerle ¢aligir.
Koenzim Q10 Cok diisiik konsantrasyonlarda bulunur. Lipoproteinlerin birinci basamak

yagda ¢oziinebilen antioksidan savunmasinda gorev alir.

1.5. Nanotoksisiteye Kars1 Koruyucular

21. yizyill endiistriyel ve ekonomik devrimi, kompleks nano o6lgekli materyallerin

tiretimini ~ gelistiren nanoteknoloji  olarak tanimlanmaktadir. Yeni ve dstiin
ozelliklerinden dolay1 iiretilen nanopartikiillerin elektronik, tibbi ve tiiketim tiriinlerinde
ve cevresel iyilestirme amaciyla da yaygm sekilde kullanilmalarinanopartikiillere

maruziyeti kacinilmaz kilmaktadir (Neal et al. 2011; Dumont et al. 2015; Méndez-



41

Medrano et al. 2016; Bui et al. 2017; Truppi et al. 2017; Colombo et al. 2017). Bu
sebeple nanopartikiillerin ¢evre ve insan {izerindeki olumsuz etkilerinin belirlenmesi ve
nanopartikiillerin etkisini en aza indirmenin olasi yollarinin tespit edilmesi i¢in birgok
calisma yapilmistir. Nano-TiOz ve nano-ZnO'nun olumsuz etkilerinin incelenmesi
amaciyla bakteriler, Daphnia, algler, siiriingen, zebra baliklari, nematodlar, fareler,
bitkiler ve farkli hiicre kiiltiirleri tizerindeinvivo vein vitro olarak ¢alisilmistir (Clemente
et al. 2012; Shi et al. 2013; Ma et al. 2013; Kosyan et al. 2016; Chakraborty et al. 2016;
Sahu et al. 2016). Bu c¢alismalarin biiyiik bir ¢ogunlugu nanopartikiillere maruz
kalinmasinin bir sonucu olarak reaktif serbest radikal olusumunun meydana geldigini

rapor etmislerdir.

Normal sartlar altinda, serbest radikaller, temel fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda bir
arac1 olarak hareket ederken, olumsuz bir durumda, oksidatif stresin olusmasinda
onemli rol oynamaktadir ve bu da sitotoksisite, inflamasyon, apoptoz ve genotoksisiteye
neden olmaktadir (lvask et al. 2010; Zijno et al. 2015). Cesitli dogal bilesiklerin,
elektron degisimiyle serbest radikalleri notralizeettigi ve dolayisiyla oksidatif stresten
kaynakli hasar1 azalttigi bilinmektedir. Curcuma longa L. (Zingiberaceae familyasi)
‘danelde edilen bir ekstrakt olan curcumin, anti-oksidatif, anti-inflamatuar, karaciger
koruyucu, anti-spastik, anti-tiiméorli ve anti-allerjik bir molekiildiir (Garcia-nifio and
Pedraza-chaverri 2014; Vallianou et al. 2015). Farelerde ve siganlarda kursun ve arsenik
trioksite kars1 curcuminin noroprotektif ve hepatoprotektif etkiye sahip oldugu (Shukla
et al. 2003; Mathews et al. 2012; Reddy et al. 2012)ve solucanlar1 kadmiyum kuantum
noktalarindan kaynaklanan akut toksisiteye karsi koruma sagladigi bildirilmistir
(Srivatsava et al. 2016). Ayrica, curcumin‘in nano-nikel oksite maruz birakilmiginsan
solunum epitel (HEp-2) ve insan gogis kanseri (MCF-7) hiicre Kkiiltiirlerinde
sitotoksisite, oksidatif stres ve apoptoza karsi etkili oldugu da rapor edilmistir (Siddiqui
et al. 2012).

Anti-oksidatif, anti-inflamatuar ve anti-kanser etkileri olan C-vitamini (Barrita and
Sanchez 2013; Sorice et al. 2014), sicanlarda nano-ZnO kaynakli oksidatif stres,

inflamasyon ve hepatik hasarin azaltilmasinda etkin rol oynadigi tespit edilmistir (Fukui
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et al. 2015; Nemengani et al. 2015). Ayrica hem curcumin hem de C vitamininin,
oksidatif stresi azaltarak solucanlar, sinekler ve kemiriciler gibi farkli model
organizmalarin émriiniin uzatilmasinda 6énemli bir rol oynadigi da bildirilmistir (Lee et
al. 2010; Pallauf et al. 2013). Borik asit, propolis ve askorbik asit, nano-ZnO kaynakli
primer fare hepatositlerine karsi hepatoprotektif oldugu yapilan caligmalarla tespit
edilmistir (Tirkez et al. 2016a). Dogal bilesikler ve antioksidanlar olan quercetin, L-
arginine, vitamin B ve vitamin C, siganlarda nano-ZnO ile indiiklenen oksidatif hasara
ve fare hepatosit hiicrelerinde nano-demir tarafindan indiiklenen hiicre Oliimii,
sitotoksisite ve oksidatif strese karsi koruyucu rollere sahip oldugu bildirilmistir (Baky
et al. 2013; Sarkar and Sil 2014; Nemengani 2015).

Fare ve sican karacigerlerinde nano-TiOzbagli olarak gelisen inflamasyon, lipit
peroksidasyonu, oksidatif strese karsi idebenon, karnozin, glisirisik asit ve vitamin E'nin
etkinliginin degerlendirildigi bir arastirmada, karaciger enzim aktiviteleri, timdr nekroz
faktor o ve interlokin-6 seviyelerini artirarak nano-TiO2 bagli hasarin azaltildig1 tespit
edilmistir (Azima et al. 2015; Khorsandi et al. 2015).

Oksidatif stresi ortadan kaldirmak i¢in antioksidan ve antioksidan Ozellikli ajanlarin
kullanilmas: genellikle en 1yi yontem olarak kabul edilmektedir. Bu maddeler, NP'lere
maruz kalinmasiyla ortaya c¢ikan toksik biyolojik olaylara karsi etkili koruma
saglamaktadir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucu ¢inko oksit nanopartikiil (ZnO NP)
kaynakli nanotoksisitenin insan primer akciger alveolar epitel hiicrelerinde
(HPAEpiC)yol actig1 hasarlara karst bor bilesiklerinin etkinligini degerlendiren
herhangi bir aragtirmaya rastlanilmamistir. Bu nedenle mevcut c¢aligmada bor
bilesiklerinin HPAEpiC hiicreleri lizerindeki etkilerinin in vitro kosullarda arastirilmasi

amaclanmustir.

Nanotoksisitenin ~ onlenmesinde  farkli  bir yaklasim  Onerebilmek amaciyla
gerceklestirilen mevcut tez calismasinda, Borik asit (BA), Boraks (BX), Kolemanit
(COL), Uleksit (UX), Probertit (PBT) ve Kernit (KNT) bilesiklerinin nanopartikiil

maruziyetine (ZnO NP) karst koruyucu kapasitelerinin degerlendirilmesi amaciyla
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sitolojik ve biyokimyasal degisimler, hiicre canliligi (3- (4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-
difeniltetrazolyum bromid; MTT), laktat dehidrogenaz; LDH ve nétral kirmizisi; NR)
analizleri, oksidatif DNA hasar diizeyi (8-hidroksi-2’-deoksiguanozin) ile oksidatif
degisimler (toplam antioksidan kapasite; TAK), toplam oksidatif durum; TOD)

araciligiyla degerlendirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Sigan feokromositoma hiicreleri (PC12) ve primer dorsal kdk ganglion (DRG) hiicreleri
tizerinde kadmiyum telluryum kuantum noktalari (CdTe QDs) ile indiiklenen
nanotoksisiteye kars1 alfa-lipoik asitin sitoprotektif etkisi arastirilmistir. Antioksidan ve
metal selatlayicis1 olan alfa-lipoik asitin periferal sinir sistemlerinde CdTe QDs
nanopartikiillerin neden oldugu sitotoksisite ve oksidatif stres karsi sitoprotektif

ozellikte olup koruyucu etki sagladigi rapor edilmistir (Jain et al. 2009).

Bir baska c¢alismada magnezyum silikat nanopartikiillerinin insan akciger
adenokarsinoma hiicre kiiltiirlerinde (A549) olusturdugu nanotoksisiteye karsi askorbik
asitin (Vitamin C) koruyucu etkisi arastirilmis olup ROS ve MDA olusumunu inhibe
ettigi rapor edilmistir (Akhtar et al. 2010).

Ahmad ve arkadaglarinin (2012) yapmis olduklar1 bir ¢alismada antioksidan 6zellikleri
bilinen Vitamin C’nin insan karaciger (HepG2) hiicrelerinde silika nanopartikiiller
tarafindan olusturulan nanotoksisite ve oksidatif stres tizerindeki etkisi arastirilmistir.
Vitamin C 6nemli lglide HepG2 hiicrelerinde ROS iiretimini, p53 ve pro-apoptotik
genlerin (bax and caspase-3) ekspresyonlarini azalttigi ve anti-apoptotik gen (bcl-2)
ekspresyonlarinin ise artirdigi ve ayrica silika nanopartikiillerin yol agtig1 hiicre
canliligimin azalmasmi Onledigi goézlemlenmis olup apoptozis ve oksidatif stresin

meydana getirdigi sitotoksik hasarlara kars1 koruyucu etki gosterdigi de rapor edilmistir.

Karnabahar ve brokoli gibi turpgil sebzelerde bulunan siilforafanin (SFN), oksidatif
hasara ve inflamasyona kars1 koruyucu potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir. Bakir
oksit (CuO) NP'lerin, fare embriyonik fibroblastlarinda (BALB 3T3) olusturdugu
toksisitesine karst SFN'nin koruyucu roliiniin arastirildig1 bir ¢alismada, CuO NP'lerin
MTT ve laktat dehidrojenaz (LDH) analizleri ile BALB 3T3 hiicrelerinde doza bagimli
(5-15 ug / ml) olarak sitotoksisiteye yol actigt ve bununla beraber glutatyon ile

glutatyon rediiktaz enzimlerinin diizeylerini diisiirerek reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
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lipit peroksidasyonu (LPO) indiiklemesiyle oksidatif strese neden oldugu rapor
edilmistir. SFN'nin nanotoksisitedeki etkinliginin arastirildigi bu ¢alismada, SFB’nin (6
uM) BALB 3T3 hiicrelerinde, CuO NP'lerin neden oldugu sitotoksisiteyi, ROS
tiretimini ve oksidatif stresi 6nemli Ol¢lide azalttigi gézlemlenmistir (Akhtar et al.

2012).

Akcigerde inflamatuar bir etkiye yol actig1 bilinen amorf silika nanopartikiillerin (SiO2-
NP) insan akciger submukozal hiicreleri (Calu-3) {izerindeki nanotoksik etkilerine karsi
flavanoid fisetinin koruyucu rolleri degerlendirilmistir. Calu-3 hiicrelerinin SiO2-NP'ye
(10 nm) maruz kalmasi sonucunda zaman ve konsantrasyona bagl olarak ortaya ¢ikan
sitotoksisite ve hiicre Olimiinde, interlokin (IL)-6 ile 1L-8 gen ekspresyonu ve
saliniminda, MDA oraninda ve ROS iiretiminde artis gozlemlenmistir. SiO2-NP'nin bu
nanotoksik etkilerinin; ¢ilek, elma, hurma, iiziim, sogan ve salatalik gibi cesitli meyve
ve sebzelerde bulunan ve antikanserojenik ve anti-inflamatuar 6zellikleri kanitlanmis

olan fisetin tedavisi ile azaltilabildigi rapor edilmistir (McCarthy et al. 2012; Khan et
al. 2013).

Antioksidan ve anti-diyabetik aktivitelere sahip dogal bir flavonoid olan Narigenin,
ZnO nanopartikiillerin neden oldugu toksisiteye karsi etkinligi arastirilmistir. Farelerde
nanopartikiil kaynakli toksisiteyi Onemli Ol¢lide azalttigi yapilan biyokimyasal ve
histiyopatolojik ¢alismalarla gosterilmis olup ZnO NP'leri tarafindan indiiklenen
karaciger ve bobrek hasarlarmma karsi koruyucu etki sergiledigi rapor edilmistir

(Karnakar et al. 2014).

ZnO-bulk veya ZnO NP'lerinin sebep oldugu nanotoksik etkilerin 6nlenmesine yonelik
aragtirmalarda siganlara B vitamin kompleksi (B3, B6 ve B12 vitaminleri) ile oral
olarak tedavi uygulanmuistir. Arastirma sonuglarina goére vitamin B kompleksi
uygulanan sicanlarda karaciger oksidatif DNA hasari olusumunu azalttigi ve
nanopartikiillerin toksik etkilerinden kaynaklanan hasarlara karsi karaciger dokusunu

koruyabildigi rapor edilmistir (Yousef and Mohamed 2015).



46

Tiirkez ve arkadaglariin (2016a) yapmis olduklari bir ¢alismada, borik asit ve boraksi
da igeren farkli 22 antioksidan veya antioksidan Ozellikli ajanlarin, primer sigan
hepatosit kiiltiirlerinde ZnO NPs nanopartikiill maruziyetine karst koruyucu rolleri
arastiritlmistir.50 mg / L ZnO NP'nin hiicre proliferasyonunu yiiksek derecede inhibe
ettigi ve karaciger toksisitesine karsi test edilen her bir ajanin farkli derecelerde
hepatoprotektif 6zellige sahip oldugu tespit edilmistir. Bununla beraberZnO NP'ler
tarafindan hepatotoksisiteye karsi en etkili olanlarinin propolis, borik asit ve askorbik
asit iken, astaksantin, L-glutamin ve taurinin nanopartikiil kaynakli oksidatif hasarlara

kars1 daha az etkili oldugu bulunmustur.

Eritropoietinden tiiretilen bir sitoprotektif bilesik olan glutaraldehit eritropoietinin
(GEPO), giimiis nanopartikiillerin (AgNP) neden oldugu nanotoksisiteye Kkarsi
etkinliginin degerlendirildigi bir ¢alismada, AgNP'lerin renal hiicrelerde (HEK293)
olusturdugu sitotoksisiteye karsi hiicre canliligt ve hiicrelerin proliferatif yilizdesini
artirdigl, normal hiicre seklini ve ultrastriiktiirel morfolojisinin korunmasini sagladigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
azaltarak ve Bcl2'nin aktif ekspresyonunu artirarak antioksidan ve anti-apoptotik etkiye
sahip oldugu bulunmustur. Bu bilesigin, hem in vitro hem de in vivo olarak eritropoietin
ile ayn1 renoprotektif etkilere sahip oldugu ve Bcl2 proteininin ekspresyonunu artirarak

bobrek hasarimi dnledigi rapor edilmistir (Sooklert et al. 2016).

Demir oksit nanopartikiillerin (I0 NP), antioksidan enzimleri inhibe ederek ve lipit
peroksidasyonunu arttirarak oksidatif hasara yol actigibilinmektedir.IO NP'lerin
oksidatif ve genotoksik etkilerinin insan lenfosithiicreleri tizerinde etkisinin arastirildigi
bir caligma da borik asit ve boraksin, bu nanopartikiillerin neden oldugu oksidatif DNA
hasarina ve genotoksisiteye karsi kan dokusunu koruyabilecegi rapor edilmistir. Borik
asit ve boraksin serbest radikal olusumunu Onleyerek veya antioksidan savunma
sisteminin bilesenlerini uyararak NP'min neden oldugu genetik ve oksidatif hasari
modiile ettigi ileri siiriilerek bor bilesiklerinin antioksidan tedaviler i¢in yeni kaynaklar

olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir (Tiirkez et al. 2016b).
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Propolisin; hiicresel yapiyr onarabildigi ve hiicre zarinin serbest radikal olusumunu
inhibe ederek ve ayni zamanda bazi antioksidan enzimlerin aktivasyonuyla lipid
peroksidasyonuna karsi etkin rol oynadigi bilinmektedir. Almansour ve arkadaslarinin
(2016) yapmis olduklar1 bir c¢alismada,2000 ug/kg'lik bir dozda 10 nm altin
nanopartikiillerine maruz birakilan Wistar si¢anlari, 15 giin boyunca propolis ile
muamele edildikten sonra bdbrek biyopsileri incelenmistir. Propolis glomeriiler
tikaniklifa ve renal tiibiiliin hiyalin atilimina karst koruma saglarken, nanopartikiil
toksisitesinin neden oldugu nekroz ve dejenerasyona, intertisyel kilcal kan damar
dilatasyonuna, Glomeriiler kapiler dilatasyonuna ve hemorajiye karsida kismi iyilesme

gosterdigi bulunmustur.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Fetal bovine serum (PAN Biotech, Germany)

- Penisilin -Streptomisin (PAN Biotech, Germany)

- % l1glutamine (PAN Biotech, Germany)

- DMEM (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

- HBSS (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

- NaH2PO4, KH2PO4, EDTA, Triton-X-100, Tris, DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany)

- BME, Basal Medium (Eagle) (1X), (GIBCO®, Grand Island, NY, USA)

- B27® (GIBCO®, Grand Island, NY, USA)

- Total antioksidan kapasite (TAK), Total oksidan durum (TOD) kiti (Rel Assay
Diagnostics® Turkiye)

- 3- (4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) (Cayman Chemical
Company®, Ann Arbor, MI, USA)

- Laktat dehidrogenaz (LDH) (Cayman Chemical Company®, Ann Arbor, MI, USA)

- Neutral red assay (NR) (Sigma-Aldrich®, USA)

- 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI)

3.2. Kullanilan Laboratuar Gerecleri ve Cihazlar

- Karbondioksitli doku kiiltiir etiivii (Napco 6500-Su yelekli, Amityville, USA)
- Etiiv (Heraeus FB 420, Memmert, Germany, Niive NF 200, Ankara)

- Invert mikroskop (Euromex-Holland)

- Spektrofotometre (Beckman DU 500, USA)

- XRD (PLAnalytical Empyream X-Ray Difraktometre)

- SEM (Taramali elektron mikroskobu,Sigma 300 Model Ziess Gemini marka)
- EDS (Sigma 500 Model Ziess Gemini marka)
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- Elektronik hassas terazi (Precisa XB 320 M, Ohaus, Ep 213, USA)
- ELISA okuyucu (Bio-Tek, PW XS, USA)

- Santrifiij cihaz1 (Model HN-S, USA, Niive NF 200, Turkey)

- Su banyosu (Niive NB 5, Turkey)

- Otomotik pipet (Finpipette Labsystems, Finland)

- Buzdolabi (Argelik ve Bosch)

- Derin dondurucu (Sanyo Ultra Low, Japan)

- Distile su cihaz1 (Easypure RF compact ultarpure ws, USA)

- 48 kuyucuklu plate (Costar, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
- 5 cc steril enjektor (Hayat tibbi aletler, Turkey)

- 12 ml hiicre kiiltiir tiipii (Grenier Bio-one, Germany)

- Laminer flow bench (Turkey)

- Pipet Ucu 0,1-10ul, Pipet Ucu 5-100ul, Pipet Ucu 5-200 ul, Mikropipet 0,1-10ul
Mikropipet 10-100ul (Eppendorf, Hamburg, Germany)

3.3. Nanopartikiillerin Sentez ve Karekterizasyonu

Tez kapsaminda test ajani olarak kullanilan Sb katkili ZnO nanopartikiilleri ¢oktiirme
yontemi kullanilarak  sentezlenmesi gergeklestirilmistir.  Calismada  kullanilan
malzemeler, Zn (NOz3)2,6H20 (Aldrich 99.99%), SbCls (Aldrich 99%) ve NaOH (Fluka-
Merkc 99%)’tir.

Oncelikle, 0,1 M Zn (NO3)2,6H20 ve agirlikca konsantrasyonu %4 olacak sekilde SbCls
deiyonize su kullanilarak 100 ml ¢ozelti hazirlanmistir. Cozeltinin iyice homojenize
olmast i¢in manyetik karistiricida yarim saat karistirilmistir. 1 M 150 ml NaOH
¢ozeltisi, dakikada 1,5 ml karisacak sekilde, manyetik karistirict iizerinde 60°C
sicaklikta siirekli olarak karistirilan Zn (NO3)2,6H20 ve SbCls karisimina damla damla
ilave edilmistir. Elde edilen ¢ozelti 4000 rpm de 5’er dakikalik periyotlarla 5 kez
santifirlyj edilip, her uygulamadan sonra elde edilen mayi deiyonize su ile yilkanmastir.
Son olarak sentezlenen Sb katkili ZnO nanopartikiilleri 80°C’de 4 saat boyunca

kurutulmustur.
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3.3.1. XRD (X-Isim Difraktometresi- X 1sinlar1 kirinimi) analizi

X-1ginlar1 kirmimi (XRD), X-isinlar tarafindan olusturulan kirmim deseninden atomik
diizeyde bilgi edinmek amaciyla kullanilmaktadir. XRD c¢alisma prensibi Kristaldeki
Orgli parametreleri ile ayn1 mertebede dalga boyuna sahip X-1s1n1 dalgalarinin Kristal ile
kirinima ugramasi olayina dayanir. Kati1 ve toz drneklerin yapilarindaki ¢esitli kristal
formlar veya fazlar hakkinda bilgi veren analitik bir teknik olup kristale zarar

vermeksizin yapist hakkinda bilgi edinmeyi saglamaktadir.

3.3.2. SEM (Taramal elektron mikroskobu) analizi

Taramal1 elektron mikroskobu, yiiksek ¢ozlniirlikli resim olusturmak icin vakum
ortaminda olusturulan ve ayni ortamda elektromanyetik lenslerle inceltilen elektron

demeti yardimiyla incelenecek malzemeyi analiz etme olanagi saglar.

3.3.3. EDS (Enerji Dagilimi X- 1s51m1 Spektrometresi) analizi

Nanopartikiillerin  stokiyometrisinin belirlenmesinde elemental analiz gereklidir.
Gilintimiizde nanopartikiillerin stokiyometrisini yani nanopartikiillerin komponentlerinin
birbirine gdre miktarlarinin oraninmi bulmak i¢in kullanilmaktadir. EDS teknigi ile
yiizeydeki komponentlerin kalitatif ve kantitatif analizi yapilmaktadir. Ancak bu teknik
taramali elektron mikroskopu (SEM) ile kombine halde kullanilir.

3.4. Insan Primer Akciger Alveolar Epitel Hiicre Kiiltiirii

Tez kapsamindaki arastirmalarda kullanilan HPAEpIC (California, USA, ScienceCell®)
Insan Primer Akciger Alveolar Epitel hiicre modeli Sciencell Research Laboratories’dan
temin edilmistir.Hiicreler¢6ziilerek Dulbecco-modified Eagles-F12 medium igeren besi
ortamina ekildi. Besi ortamina %0.5 penicillin-streptomycin, %1 glutamin ve %10 fetal

bovine serum eklenip hiicreler doku kiiltiir flasklarinda 37°C’de %5 CO; kosullarinda
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inkiibe edildi. Kiiltiirlenmis hiicreler, maksimum 5 dakika boyunca tripsin / EDTA ile
tripsinize edilerek 48-well plate’te ZnO NP ve bor bilesikleri ile 72 saat boyunca inkiibe
edildi.

3.5. Insan Primer Akciger Alveolar Epitel Hiicre Kiiltiirlerinde Sitolojik ve

Biyokimyasal Etkilerinin Degerlendirilmesi

Sentezlenmis olan ¢inko oksit nanopartikiilleri (ZnO NP) insan primer akciger alveolar

epitel hiicre (HPAEpIC) kiiltiirlerinde sitolojik ve biyokimyasal etkileri incelenmistir.

Alt1 farkl1 bor bilesigi (Borik asit (BA), Boraks (BX), Kolemanit (COL), Uleksit (UX),
Probertit (PBT)ve Kernit (KNT)) ZnO NP (100 mg/L) uygulanmis hiicre ortamina 1.25,
2.5 ve 5 mg/L konsantrasyonlarda uygulanarak olusturulan toksisiteye kars1 potansiyel
koruyucu rolleri degerlendirilmistir. Bu dogrultuda hiicre canlilik oranlarinin tespiti igin
3- (4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) ve laktat dehidrogenaz
(LDH) salimmve Neutral red (NR)testleri; oksidatif etkilerin degerlendirilmesinde
toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidan durum (TOD) parametreleri;
oksidatif strese bagli DNA hasar1 tespiti i¢in 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OH-Dg)
kitleri kullanilarak sonuglar elde edilmistir.Ayrica MTT, NR ve LDH salinim testleri
icin pozitif kontrol olarak Triton X-100 soliisyon; 8-OH-Dganalizi i¢in mitomisin-C;
toplam antioksidan kapasitesi analizlerinde pozitif kontrol olarak askorbik asit (10uM);
toplam oksidan durum analizlerinde pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit (H202) (25
uM) kullanildi.

3.5.1. Hiicre canhih@inin 6l¢iilmesi ve MTT analizi

MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrasodium bromide) canli hiicreler
tarafindan koyu mavi-mor renkli formazanlara [ (2E,4Z)-4,5-Dimethylthiazol-2yl)3,5-
diphenylformazan] doniistiiriilen sar1 renkli bir substrat olup bu reaksiyon canli
hiicrelerde bulunan aktif mitokondriler tarafindan gerceklestirilir ve hiicre canliligim

O0lcmek amact ile kullanilir. Hiicre canliligi ve bilesiklerin sitotoksik etkilerini
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incelemek amaciyla ilgili firmanin (Cayman Chemical Company®, Ann Arbor, MI,
ABD) oneriler dogrultusunda MTT analiz kitleri kullanildi.Kisaca, 48-well plate’te ZnO
NP ve bor bilesikleri bulunan hiicre kiiltiirlerine MTT ilave edilip hiicre kiiltiirleri 72
saat siiresince inkiibasyona birakildi.  Inkiibasyon isleminin ardindan formazan
kristalleri DMSO i¢inde ¢oziilerek her bir numunenin absorbansi 570 nm' de microplate

okuyucu kullanilarak 6l¢iildii.

3.5.2. LDH analizi

Laktat Dehidrogenaz (LDH) hemen hemen her hiicrede bulunan sitozolik bir enzimdir.
Hiicre membran biitlinliigii bozuldugu durumlarda ise ekstraselliiler ortama salinir.LDH
testi igin toplam 90 uL hiicre ortami kullanildi. LDH sitotoksisite test (Cayman

Chemical Company®, Ann Arbor, MI, USA) lireticinin protokoliine gore kullanildi.

3.5.3. Neutral red assay (NR)

HPAEpiC hiicrelerinin hiicre canliligi Neutral red analiziyle (NR) yapildi.Neutral red
testin prensibi, notr kirmizi boyanin canli hiicreler tarafindan alinmasiyla kiiltiirlerde
bulunan canli hiicrelerin tespitine dayanmaktadir.Bu zayif katyonik boya, iyonik
olmayan pasif difiizyon yoluyla hiicre zarlarina niifuz eder ve lizozom matrisinin
anyonik ve/veya fosfat gruplarima elektrostatik-hidrofobik baglarla baglanarak
lizozomlarda yogunlasir.Daha sonra boya, asitlendirilmis bir etanol ¢ozeltisi
kullanilarak canli hiicrelerden ¢ikarilir ve ¢oziindiiriilmiis boyanin absorbansi, bir
spektrofotometre kullanilarak olgiliir (Repetto et al. 2008). NR stok ¢ozeltisi, tireticinin
talimatlarma (Sigma-Aldrich®, USA) gore fosfatla tamponlanmis tuzlu su iginde
seyreltildi. HPAEpiC hiicre kiiltiiriinde lizozomal boyanin canli hiicreler tarafindan
alinmasi1 saglamak i¢in 2 saat boyunca 37°C'de NR ¢ozeltisi ile inkiibe edildi.NR
soliisyonu daha sonra uzaklastirildi ve kiiltiirler, formaldehit (% 0.125) ve CaCl2 (%
0.25) karisimi ile yikandi.HPAEpiC hiicrelerden NR'yi ¢ikarmak icin 30 dakika
boyunca oda sicakliginda asetik asit (%1) ve etanol (%50) karisimi ile inkiibe edildi.
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Her bir numunenin optik yogunlugu daha sonra bir Microquant okuyucu ile 540 nm'de
olciildii.

3.5.4. Oksidatif DNA hasar analizi (8-OH-Dg)

Oksidatif DNA hasar analizi, ticari olarak temin edilebilen DNA / RNA Oksidatif Hasar
kiti (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI) tarafindan kiiltir ortaminda
gerceklestirildi.Bu testin amaci 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OH-dG) seviyesinin
hesaplanmasiyla hiicrelerde oksidatif DNA hasarinin  belirlenmesidir.8-OH-dG,
oksitlenmis guanin formudur (Gan et al. 2012). Deneysel c¢alismalarkit prosediiriine
uygun olarak gergeklestirildi.Oksidatif DNA hasar analizlerinde, mitomisin-C
kemoterapoétik ajan pozitif kontrol olarak kullanildi. 8-OH-dG miktari, elektrokimyasal

algilamal1 yiiksek performansli sivi kromatografisi ile 6l¢iildii.

3.5.5. Toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidan durum (TOD) analizi

TAK ve TOD testleri (Rel Assay Diagnostics®, Gaziantep, Tiirkiye) ireticinin
protokoliine gore gergeklestirildi. Bu testte, numunede bulunan antioksidanlar koyu
mavi-yesil renkli olan ABTS radikalini renksiz indirgenmis ABTS formuna
doniistiirmektedir. 660 nm'de absorbans degisikligi, numunedeki toplam antioksidan
seviyeyle iliskilidir. Test, bir vitamin E analogu olan Trolox Equivalent adi verilen
stabil bir antioksidan standart ¢ozeltisiyle kalibre edildi. TOD analizinde, incelenen
numunedeki oksidanlar demir iyonu-selator kompleksini ferrik iyona okside eder.
Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortami iginde bol miktarda bulunan arttirici
molekiiller tarafindan uzatilir. Demir iyonu, asitli bir ortamda kromojen ile renkli bir
kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak 6lciilebilen renk yogunlugu, numunedeki
toplam oksidan molekiil miktar1 ile ilgilidir. Analiz, hidrojen peroksit ile kalibre
edilerek sonuglar, litre basina uM hidrojen peroksit esdegeri (H202 Equiv / umol L-1)
cinsinden ifade edildi (Turkez et al. 2012).



54

3.6. istatiksel analizler

Deneysel veriler, herhangi bir tedavinin kontrollerden veya birbirlerinden 6énemli dl¢iide
farkli olup olmadigini belirlemek i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Fischer'in
en az anlaml fark (LSD) testleri kullanilarak analiz edildi. p<0.05 diizeyi istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Cinko OKksit Nanopartikiiliiniin Karakterizasyonu

Calismamizda kullanilan ¢inko oksit nanopartikiiliiniin karakterizasyonu XRD (X-Isin
Difraktometresi), EDS (Enerji Dagilimi X- 1511 Spektrometresi) ve SEM (Taramali
elektron mikroskobu) analizleri ile yapilmistir. Coktiirme yontemiyle elde edilen ZnO
nanopartikiillerin X-1g1mn1 kirinim deseni Sekil 4.1.’de gdosterilmektedir. Bu kirinim
deseni lizerinde, siddetleri ve genislikleri birbirinden farkli olan pikler gézlenmektedir.
Gozlenen piklerin ZnO yapisina ait oldugu ve bu piklerin (002), (101), (102), (103) ve
(112) yansima diizlemlerine karsilik geldigi belirlenmistir. Ayrica kristal yapinin en
baskin piki (002) diizleminde olup diger piklere gore daha siddetlidir. Coktiirme
yontemi ile elde edilen ZnO nanopartikiiliin kristalografik 6zellikleri XRD (Xisinlar
kirinimi) teknigi ile belirlenmis olup SEM goriintiilerinden de teyit edilecegi tizere, ZnO

yapilarin homojen yapida oldugu tespit edilmistir.

XRD sonuglarindan elde edilen raw verileri Scherrer denklemi (Scherrer equation) ile
degerlendirilmis ve ZnO nanopartikiil boyutlar1 hesaplanmistir. Hesaplamalar asagida

verilen denkleme goére yapilmistir.

.CosO

Scherrer denklemi; T = seklindedir (Rodriguesa and Avila 2012).

T: Pargacik biiyiikligii

K: Boyutsuz sekil faktorii (0.9)

L: X-151n1 dalga boyu (1.54 A° =0.154 nm)

B: Yar yiikseklik genisligi (XRD raw verilerinden elde edilmistir)

0: Bragg acisin1 simgelemektedir.
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siddet (a.u.)

L
20 30 40 50 60 70 80
Derece (20)

Sekil 4.1. ZnO toz malzemesinin XRD analizi

ZnO nanopartikiillerin sekillerini daha iy1 anlamak i¢in, SEM goriintiileri yardimuiyla,
filmlerin  nanoboyutlarda  biiyiitilebilmeleri, homojensizlikleri, kaliteleri  ve
fabrikasyonlar1 konusunda bilgi elde edilmistir. Sekil 4.2°de ¢inko oksit nanopartikiil
yapilarinin SEM goriintiisii 15,33kx, 38,68kx, 34,86kx biiyiitmede alinmis ve 1 pm, 200
nm, 100 nm 6l¢ekte verilmistir. SEM goriintiilerine gore ZnO yapilar1 oldukca diizgiin

ve homojen oldugu tespit edilmis olup XRD sonuglar1 da bunu desteklemistir.



WD= 6.1Tmm EHT= 500kVY Mag= 1533KX SignalA=InLens

WD= 6.1 mm EHT= 500kV Mag= 3868KX  SignalA=inLens ZEISX

.
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3

g

WD= 6.1Tmm EHT= 500kV  Mag= 34.86 KX SignalA=InLens

Sekil 4.2. ZnO nanopartikiillerinin SEM goriintiisii ( 1um, 200 nm, 100 nm)

Elde edilen ZnO nanopartikiillerin SEM ile goriintiilendikten sonra EDS analizi alinmis
ve elde edilen veriler Sekil 4.3’de gosterilmistir. EDS spektrumunda Zn, O ve Sb

elementler goriilmektedir.
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Sekil 4.3. ZnO nanopartikiillerinin EDS 6l¢iim grafigi
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4.2. In Vitro Sartlarda Bor Bilesiklerinin Maruziyeti Sonrasinda Elde Edilen
Hiicre Canlih@1 Analiz Degerleri (MTT, LDH ve NR)

In vitro kosullarda gergeklestirdigimiz MTT, LDH ve NR analiz sonuglari ile bor
bilesiklerinin insan primer akciger alveolar epitel hiicre kiiltiirlerinde canlilik {izerine
etkileri degerlendirilmistir. Test edilen bor bilesiklerinin konsantrasyonlar1 1,25, 2,5 ve
5 mg/L ve ZnO NP 100 mg/L’dir. Sonuglarimiza gére MTT, LDH ve NR degerleri
sirastylaKontrol grubu igin 22,6+3,2, 24,6+3, 23,842,6 olarak belirlenmistir. Tek
baslarina hi¢ bir bor bilesigi iic dozunda da hiicre canliligini azaltmadigi tespit
edilmistir. Bor bilesiklerinin HPAEpiC hiicre kiiltlirlerinde konsantrasyonlara bagh
olarak ortaya koydugu MTT, LDH ve NR degerleri BA, BX, COL, UX, PBT ve KNT
icin sirasiyla Sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 ve 4.9’da gosterilmistir.
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MTT analizi
ZNO NP+BA 3 I
ZNO NP+BA 2 I
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KON ol - N NN
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120

120

120

Sekil 4.4. Borik asit (BA) maruziyeti sonrasinda gozlenen hiicre canlilik yiizdeleri

*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur
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MTT analizi

ZNONP+BX 3 I —
ZNONP+BX 2 I s
ZNONP+BX 1 I
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Kontrol - |1
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0 20 40 60 80 100
% Hiicre canlihg1 (NR)

Sekil 4.5. Boraks (BX) maruziyeti sonrasinda gozlenen hiicre canlilik yiizdeleri

*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur
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MTT analizi

ZNONP+COL 3 I
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Sekil 4.6. Kolemanit (COL) maruziyeti sonrasinda gozlenen hiicre canlilik yiizdeleri

*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur
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MTT analizi

ZNONP+UX 3 I
ZNONP+UX 2 I
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Kontrol + NGNS
Kontrol - |

0 20 40 60 80 100
% Hiicre canlihig:

ZNO NP+UX 3 It
ZNO NP+UX 2 e
ZNONP+UX 1 I —
ZNO NP I
Kontrol - e —
Kontrol + |

0 20 40 60 80 100
Ekstraseliiler LDH (% Kontrol)

ZNO NP+UX 3
ZNO NP+UX 2 s S N SSSRRSS
ZNO NP+UX 1
ZNO NP SNSRI —
Kontrol + S
KONtrol - N N N ]

0 20 40 60 80 100
% Hiicre canlihg (NR)

Sekil 4.7. Uleksit (UX) maruziyeti sonrasinda gdzlenen hiicre canlilik yiizdeleri

*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur
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MTT analizi
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Sekil 4.8. Probertit (PBT) maruziyeti sonrasinda gézlenen hiicre canlilik yiizdeleri

*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur
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MTT analizi
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Sekil 4.9. Kernit (KNT) maruziyeti sonrasinda gézlenen hiicre canlilik yiizdeleri

*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur
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4.3. In Vitro Sartlarda Bor Bilesiklerinin Maruziyeti Sonrasinda Elde Edilen 8-
OH-dG Analiz Degerleri

Insan primer akciger alveolar epitel hiicrelerinde ortalama 8-OH-dG degeri negatif
kontrol grubunda 0,96 + 0,11, pozitif kontrol grubunda 1,98+0,15 ve ZnO NP
icinde1,35 + 0,16 olarak belirlenmistir.Farkli konsantrasyonlarda (1,25, 2,5 ve 5 mg/L)
kiiltiirlere uygulanan BA, BX, COL, UX, PBT ve KNT’in higbir dozunda kontrol
grubuna kiyasla 8-OH-dG degerlerinde belirgin degisiklige yol a¢mamustir.Bor
bilesiklerin insan primer akciger alveolar epitel hiicre kiiltiirlerinde konsantrasyonlara
bagli olarak ortaya koydugu toplam 8-OH-dG degerleri BA, BX, COL, UX, PBT ve
KNT i¢in sirasiyla Sekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14 ve 4.15°de gosterilmistir.

ZNONP+BA3 T —_—
ZNONP+BA 2 T
ZNONP+BA1l - mmmmmmm e
ZNONP s e
Kontrol + - e
Kontrol - e
0 05 1 15 2 2,5

pmol 8-OH-dG/mikrog DNA

Sekil 4.10. /n vitro kosullarda Borik asitin (BA)konsantrasyonlara gore olusturdugu
Oksidatif DNA hasar analiz (8-OH-dG) degerleri
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ZNONP+BX3 1
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ZNONP+BX1 —— e g
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pmol 8-OH-dG/mikrog DNA

Sekil 4.11. /n vitro kosullarda Boraksin (BX)konsantrasyonlara gére olusturdugu
Oksidatif DNA hasar analiz (8-OH-dG) degerleri

ZNONP+COL3 - ————
ZNONP+COL2 ro ]
ZNONP+COL 1 o =1
ZNONP - e
Kontrol + - e
Kontrol - —————————————"+——
0 0,5 1 15 2 2,5

pmol 8-OH-dG/mikrog DNA

Sekil 4.12. in vitro kosullarda Kolemanitin (COL) konsantrasyonlara gore
olusturduguOksidatif DNA hasar analiz (8-OH-dG) degerleri
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Sekil 4.13. /n vitro kosullarda Uleksitin (UX) konsantrasyonlara gore olusturdugu
Oksidatif DNA hasar analiz (8-OH-dG) degerleri

ZNONP+PBT 3 S
ZNONP+PBT?2 T ]
ZNONP+PBT 1 T 1
ZNONP T —— /3
Kontrol + = ] I R
Kontrol - T
0 0,5 1 1,5 2 2,5

pmol 8-OH-dG/mikrog DNA

Sekil 4.14. In vitro kosullarda Probertitin (PBT)konsantrasyonlara gére olusturdugu
Oksidatif DNA hasar analiz (8-OH-dG) degerleri
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Sekil 4.15. /n vitro kosullarda Kernitin (KNT) konsantrasyonlara gore olusturdugu
Oksidatif DNA hasar analiz (8-OH-dG) degerleri

4.4. Test Edilen Bor Bilesiklerinin In Vitro Sartlarda Olusturdugu TOD Degerleri

Kontrol grubu TOD degerleri HPAEpiC hiicre kiiltiirleri i¢in 3,5 + 0,42 ve 10,6 + 0,74,
ZnO NP i¢in 6,4+0,76 olarak saptanmistir. Tim bor bilesikleri (tiim
konsantrasyonlarda) ile muamele edilen insan primer akciger alveolar epitel hiicrelerde
gozlenen TOD degerleri ile kontrol gruplarinda gozlenen TOD degerleri arasinda
istatistiksel bir farklilik gozlenmemistir.Bor bilesiklerinin HPAEpiC hiicre kiiltiirlerinde
konsantrasyonlara bagli olarak ortaya koydugu toplam oksidan durum degerleri BA,
BX, COL, UX, PBT ve KNT i¢in sirastyla Sekil 4.16, 4.17, 4.18,4.19, 4.20 ve 4.21°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.16. In vitro kosullarda Borik asitin (BA) olusturdugu toplam oksidan durum
degerleri
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Sekil 4.17. In vitro kosullarda Boraksin (BX) olusturdugu toplam oksidan durum
degerleri
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Sekil 4.18. In vitro kosullarda Kolemanitin (COL) olusturdugu toplam oksidan durum
degerleri

ZNO NP+UX 3
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Sekil 4.19. In vitro kosullarda Uleksitin (UX) olusturdugu toplam oksidan durum
degerleri
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Sekil 4.20. In vitro kosullarda Probetitin (PBT) olusturdugu toplam oksidan durum
degerleri

ZNO NP+KNT 3 ——
ZNO NP+KNT 2 ——
ZNONP+KNT 1 fe—
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Kontrol -
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Sekil 4.21. In vitro kosullarda Kernitin (KNT) olusturdugu toplam oksidan durum
degerleri
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4.5. Test Edilen Bor bilesiklerinin In Vitro Sartlarda Olusturdugu TAK Degerleri

ZnO NP toksisitesi lizerine farkli bor bilesiklerin antioksidan takviyelerinin oksidatif
degisikliklerini belirlemek i¢in yapilan TAK analizi sonuglarina gore kontrol grubu 3,7
+ 0,35 ve 8,9 + 0,49, ZnO NP 2,4 + 0,360larak saptanmistir.Borik asit ve Boraksin, ZnO
NP’ler kaynakli oksidatif hasara karsi en iyi antioksidan koruyucu olarak
belirlenmistir.Borik asit, boraks ve iileksit en etkili olani iken, probertit, kernit ve
kolemanit nanopartikiil kaynakli oksidatif hasarlara karsi daha az etkili oldugu
bulunmustur. Kisaca antioksidan potansiyellerine gore test edilen bor bilesiklerin
etkinliklerininborikasit=boraks>iileksit>probertit>kernit>kolemanitseklindesiralandigini
ortaya koymustur.Bor bilesiklerinin HPAEpiC hiicre kiiltiirlerinde konsantrasyonlara
bagl olarak ortaya koydugu toplam antioksidan durum degerleri BA, BX, COL, UX,
PBT ve KNT i¢in sirasiyla Sekil 4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26 ve 4.27°de gosterilmistir

(*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur.).

ZNO NP+BA 3 ——
ZNO NP+BA 2 ——
ZNO NP+BA 1 ——
ZNO NP ——
Kontrol + T
Kontrol - =
0 2 4 6 8 10

TAK (Trolox Equiv. / mmol L)

Sekil 4.22. Borik asitin (BA) 72 saat siiresince in vitro uygulanmasindan sonra toplam
antioksidan kapasite degerleri
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Sekil 4.23. Boraksin (BX) 72 saat siiresince in vitro uygulanmasindan sonra toplam
antioksidan kapasite degerleri
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ZNO NP+COL 1 =
=
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Kontrol +

Kontrol - ——

° 2 4 6 8 10
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Sekil 4.24. Kolemanitin (COL) 72 saat siiresince in vitro uygulanmasindan sonra
toplam antioksidan kapasite degerleri
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Sekil 4.25. Uleksitin (UX) 72 saat siiresince in vitro uygulanmasindan sonra toplam
antioksidan kapasite degerleri
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Kontrol - ——
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Sekil 4.26. Probertitinin (PBT) 72 saat siiresince in vitro uygulanmasindan sonra toplam
antioksidan kapasite degerleri
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Sekil 4.27. Kernitinin (KNT) 72 saat siiresince in vitro uygulanmasindan sonra toplam
antioksidan kapasite degerleri



78

5. TARTISMA

Nanoteknoloji; endiistriyel, tibbi ve tiiketici tiriinlerinin gelistirilmesinde ¢ok kullanisl
ve umut verici uygulamalara sahip, hizla biiyiiyen bir alandir (Laurent et al. 2008).
Nanoteknolojinin hizli gelisiminin sonucu olarak giderek daha fazla nanomalzeme ve
nanopartikiil biyoteknoloji,elektronik, biyosensor, kozmetik, ila¢ dagitim sistemleri ve
yapay organ ve doku gibi alanlarda,belirli bir islevi yerine getirmek igin lretilmekte
velveya manipiile etmek igin kullanilmaktadir. Nanoteknolojinin bu inanilmaz
yiikselisine ragmen, nanomalzemelerin veya nanopartikiillerin insan sagligina
potansiyel riskleri ¢evre sorunlari ile birlikte, yaygin kullanimi1 konusunda giderek artan
endiselere yol agmistir (Karlsson et al. 2008; Azhdarzadeh et al. 2015; Tiirkez et al.
2016a). Inorganik nanopartikiil olan ¢inko oksit (ZnO) giiniimiizde ilaclarda, kisisel
bakim iriinlerinde,elektronik aletlerde, boyalarda, kontrdllii ilag saliniminda,
goriintileme kontrast maddelerinde ve antimikrobiyal ajan olarak kullanilmaktadir
(Sekhon and Kamboj 2010; Ma et al. 2013; Wang et al. 2016).

Yapilanin vivove in vitro calismalarda, ZnO NP’lere oral, dermal, inhalasyon,
intraperitoneal ve intravendz olmak iizere ¢esitli yollarla maruz kalinmasi sonucunda
toksik etkiye yol agtigi rapor edilmistir. ZnO NP’lerin bu toksik etkileri; antioksidan
enzimleri inhibe ederek, lipit peroksidasyonunu yiikselterek ve ROS iiretimini
artirarak,doza bagimli bir sekilde oksidatif hasara yol acarak gerceklestirdigi
bildirilmigtir (Liu et al. 2016). Yapilan arastirmalarda solunum yoluyla alinan
nanopartikiillerin insan viicudundaki en 6nemli giris ve hedef organi akcigerler olup
sistemik dolasima dahil olmasiyla beraber sekonder hedef organlara taginarak toksik
etki gosterdigi rapor edilmistir (Nurkiewicz et al. 2006; Elsaesser and Howard 2012).
Insanlarin  nanopartikiillere ~ maruziyetinin  daha ¢ok inhalasyon  yoluyla
gerceklesmesinden dolayr mevcut tez calismasinda insan alveolar epitel hiicre hatlar

(HPAEpPIC) tercih edilmistir.

Nanopartikiiller tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 liretimi, nanopartikiil

toksisitesinin olasi mekanizmalarindan biri olarak kabul edilmektedir (Tiirkez et al.
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2016a). Oksidatif stres, ROS iiretiminde bir artig ve/veya SOD ve GSH gibi antioksidan
faktorlerde bir azalma ile ortaya c¢ikmaktadir.ZnO NP'lerin oksidatif stresi
indiikleyebildigi yapilan farkli in vitro ¢alismalar ile kanitlanmistir.Ayrica, oksidatif
stres, hiicre Oliimiine neden olan hiicresel apoptotik yolagr baslatabilen 6nemli
faktorlerden biridir.Yapilan bazi arastirmalarda, ZnO NP'lerinin otofajiyi indiikledigi
tespit edilmistir. Bu durum ROS olusumu ile paralellik géstermektedir (Liu et al. 2016).
Johnson ve arkadaslar1 (2014)yapmis olduklar1 ¢alismada, ZnO NP'lerin otofaji yoluyla
hiicre 6liimiine ve otofajik vakuollerde bulunan bir molekiil olan LC3A'nin artmasina
neden oldugu ve bu toksik etkilerin ROS iiretimi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan bir baska in vitro ¢alismada ise, normal cilt hiicrelerinde ZnO NP'lerin, ROS
olusumunu arttirdigi, adenosin trifosfat (ATP) tretiminini azalttigi, anormal otofajik
vakuol birikimine neden oldugu ve nihayetinde apoptoz ile iligkili mitokondriyal
disfonksiyona yol agtig1 gozlemlenmistir (Yu et al. 2013). P53 ve kaspaz-3'i iceren
apoptotik sinyal yollarinin toksisitede dnemli bir rol oynadigi bilinmekte ve ZnO NP'ler
muhtemelen nekroz ve apoptoza bagl spesifik sinyal yollarini baslatan farkli faktorleri
indiikledigi diisiiniilmektedir ( Liu et al. 2016). Bu nedenle giiniimiizde oksidatif stresin
giderilmesi nanotoksisiteye karsi en uygun strateji olarak kabul edilmektedir (Khanna et
al. 2015). Bu noktada oksidatif stresle basa ¢ikmak i¢in antioksidanlar ve benzeri tedavi
edici maddeler uygulanabilmektedir (Poljsak and Fink 2014).

Bu kapsamda mevcut tez c¢alismasinda, insan alveolar epitel hiicre hatlarinda
(HPAEpIC) sitolojik/hiicre canliligi analizleri (MTT, LDH ve NR testleri) ve
biyokimyasal parametreler (TAK, TOD ve 8-OH-dG) kullanilarak ZnO NP’{in neden
oldugu nanotoksisiteye karsi antioksidan veya antioksidan 6zellikli ajanlarin (BA, BX,
COL, UX, PBT ve KNT) koruyucu kabiliyeti olup olmadiginin belirlenmesi
amaclanmistir. ZnO NP’leri ile muamele edilen HPAEpiC hiicre kiiltiirlerinde, ZnO
NP'leri hiicre canlilig1 oranlarinin ve TAK diizeylerinin azalmasina ve LDH salinimu ile
TOD diizeylerinin artmasina neden olmustur. Bulgularimiz, ZnO NP toksisitesi
hakkinda literatiirde var olan arastirmalara ait bulgularla paralellik gostermektedir

(Ahamed et al. 2011a; Fu et al. 2012; Fukui et al. 2015; Liu et al. 2016).
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Arastirmamizda, ZnO nanopartikiiliinin HPAEpiC hiicreleri iizerindeki sitotoksisite
potansiyelinin MTT, LDH ve NR yontemleri kullanilarak degerlendirilmesi yapilmistir.
Bulgularimiz, HPAEpiC kiiltiirlerinde ZnO nanopartikiiliiniin neden oldugu toksisiteye
karst bor bilesiklerinin tek baslarina ii¢ dozunda da hiicre canliligini azaltmadigi
bulunmustur. Oksidatif DNA hasar analizi i¢in yapilan ¢alismada ise, kontrol gruplari
icin tespit edilen 8-OH-dG seviyelerinin ZnO NP’lii hiicre kiiltiirleri ve bor
bilesiklerinin uygulandig1 hiicre kiiltiirleri ile deney gruplarindan elde edilen degerler
arasinda istatistiki agidan 6nemli bir farklilik bulunmamuistir. Farkli konsantrasyonlarda
kiiltiirlere uygulanan BA, BX, COL, UX, PBT ve KNT higbir dozda kontrol grubuna
kiyasla 8-OH-dG seviyelerinde belirgin bir degisiklige yol agmamistir. Tez kapsaminda
yapilan biyokimyasal arastirmalar sonucunda uygulanan tiim ZnO NP iceren bor
bilesiklerinin konsantrasyonlarinin ilave edildigi HPAEpiC hiicre kiiltiirlerinde
gozlenen TOD degerleri ile kontrol grubunda gozlenen degerler arasinda istatiksel
acidan bir farklilik bulunmamaistir. Diger taraftan insan alveolar epitel hiicrelerinin ZnO
NP'leri ve antioksidan veya antioksidan Ozellikli ajanlarla birlikte muamelesinin, tim
uygulanan antioksidan ajanlarin, ZnO NP'ler tarafindan oksidatif hasarlara kars1 farkli

derecelerde alveolar-koruma sagladigi bulunmustur.

Karsilastirmali analiz sonuglarina gére, borik asit ve boraks diger ajanlardan daha etkili
bulunmustur. Bu sonucun arkasindaki sebep, inhibisyon tipi oksidasyonun farkliliklar
ile agiklanabilir.Bugiine kadar, serbest radikalleri etkisiz hale getirme, pro-oksidatif
metalleri selatlama ve tekli oksijen ve foto-hassaslastiricilart sondiirme gibi
antioksidatif inhibisyon yollar1 ig¢in birgok mekanizma Onerilmistir (Choe and David
2009). Verilerimize benzer sekilde, borik asit, propolis ve askorbik asit, nano-ZnO
kaynakli primer fare hepatositlerine kars1 hepatoprotektif oldugu yapilan caligmalarla
tespit edilmistir (Tirkez et al. 2016a). Nikel ferrit NP'lere maruz kalan insan akciger
epitelyal (A549) hiicrelerine askorbik asituygulandiginda ROS iiretimi ve glutatyon
tiiketiminin azaldig1 rapor edilmistir (Ahamed et al.2011b). Yine, sicanlarla yapilan bir
in vivo ¢alismada, askorbik asitin igme suyuna ilave edilmesiyle LDH aktivitesindeki
artis1 baskilayarak ZnO nanopartikiilleri tarafindan indiiklenen akut oksidatif stres ve

inflamasyonun azaldigi ortaya ¢ikmustir (Fukui et al. 2015). Benzer sekilde bor
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bilesikleri, 0Ozellikle borik asit ve boraks, fizyolojik seviyeye daha yakin
konsantrasyonlarda birgok kritik viicut fonksiyonuna sahip oldugu bulunmustur
(Geyikoglu and Turkez 2007). Aslinda, ¢esitli bor bilesiklerinin insan kan hiicrelerinde
antioksidan enzim aktivitelerini desteklemede yararli oldugu daha 6nceki ¢alismalarda
bildirilmistir (Geyikoglu and Turkez 2008). Borik asit, boraks, probertit, kernit, tileksit,
potasyum tetraborat ve kolemanit gibi cesitli bor bilesiklerin insan lenfosit kiiltiirlerinde
genotoksik etkileri arastirilmis olup DNA hasarina yol agmadigi tespit edilmistir. Bagka
bir ¢alismada ise IO NP'lerin indiikledigi genetik (SCEs, 8-OH-dG) ve oksidatif (TAC
ve TOS seviyeleri) diizeylerde gozlenen azalmanin borik asitin ve boraksin koruyucu
etkisinden kaynaklandigi ortaya ¢ikmistir (Turkez et al. 2007; Celikezen et al. 2014).
Ayrica, bor igceren bilesiklerin, titanyum, vanadyum ve organik toksinler gibi bazi
maddelerin genotoksik etkilerini 6nemli 6lglide azalttigi da rapor edilmistir (Turkez
2008; Geyikoglu and Turkez 2008; Turkez et al. 2012). Verilerimiz iileksit ve probertit
bor bilesiklerinin ZnO NP'leri tarafindan nanotoksisiteye karsi orta diizeyde koruma
sagladi@in1 gostermistir. Kernit ve kolemanit bilesiklerin ise NP'lere bagli oksidatif stres
ve sitotoksisiteye karsi zayif antioksidan potansiyele sahip oldugu bulunmustur. Kisaca
antioksidan potansiyellerine gore test edilen bor bilesiklerin etkinliklerinin borik
asit=boraks>tiileksit>probertit>kernit>kolemanit ~ seklinde  siralandigin1  ortaya
koymustur. Nanotoksisitesinin onlenmesi ile iligkili olan ortak 6zelliklerinin, ROS
sliptiriicli, glutatyon peroksidaz ve metal baglayici antioksidan mekanizmalar1 igerdigi
distintilmustiir (Geyikoglu et al. 2005; Geyikoglu and Turkez 2005; Turkez and Sisman
2007; Battin and Brumaghim 2009; Ginter et al. 2014).

Tez kapsaminda test edilen bor bilesiklerinin (BA, BX, COL, UX, PBT ve KNT) ZnO
NP neden oldugu nanotoksisitenin insan primer akciger alveolar epitel hiicre kiiltiirleri
tizerindeki antioksidan etki potansiyelleri ilk kez bu ¢alisma ile ele alinmistir.In vivo
ve/veya in vitro kosullarda gerceklestirilmis olan 6nceki arastirmalarda dogal bilesikler
ve antioksidanlar olan propolis (Almansour et al. 2016), alfa-lipoik asit (Jain et al.
2009), C Vitamini (Fukui et al. 2015; Nemengani et al. 2015), quercetin (Sarkar and Sil
2014), L-arginine (Baky et al. 2013), glisirisik asit (Khorsandi et al. 2015), idebenon,

karnozin, E vitamini (Azima et al. 2015) nanopartikiiller tarafindan indiiklenen hiicre



82

6lumdii, sitotoksisite, inflamasyon ve oksidatif strese karst koruyucu rollere sahip oldugu
bildirilmistir. Yine bulgularimiza benzer sekilde, Curcuma longa L. (Zingiberaceae
familyasi) 'dan elde edilen bir ekstrakt olan Curcumin’in, nikel oksit nanopartikiillerine
maruz birakilmis insan solunum epitel (HEp-2) ve insan gogiis kanseri (MCF-7) hiicre
kiiltiirlerinde sitotoksisite, oksidatif stres ve apoptoza karsi etkili oldugu da rapor

edilmistir (Siddiqui et al. 2012).

Mevcut tez calismasinda BA, BX, COL, UX, PBT ve KNT’nin pro-oksidan,
antioksidan, sitotoksisite potansiyelleri TAK, TOD, MTT, LDH, NR ve 8-OH-dG
testleri ile degerlendirilmis ve elde edilen bulgular insan primer akciger alveolar epitel
hiicre kiiltiirlerinde oksidatif stresle iliskili ZnO NP toksisitesinin zayif, orta ve yiiksek

derecede antioksidan ajanlarla ortadan kaldirildigini ortaya koymustur.

Bu calisma, ilk kez, boraks ve borik asidin ZnO NP'ler tarafindan nanotoksisiteye karsi
etkili koruyucu maddeler olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. ZnO NP'leri
tarafindan uygulanan toksisiteye karst korumaya aracilik etmek i¢in antioksidan

ajanlarin farkli tutumlart i¢in olast mekanizmalar daha fazla aragtirilmalidir.
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