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OZET

AFLATOKSIN B1 iLE OLUSTURULAN KARACIGER HASARI UZERINE
BORUN KORUYUCU ETKIiSININ ERKEK RATLARDA ARASTIRILMASI

Mikotoksinler igerisinde onemli yeri olan aflatoksinlerin gida ve yem kaynakli
bulagmalar1 insan ve hayvan sagligi lizerinde ciddi saglik problemlerini beraberinde
getirmektedir. Bunlarin alinmasi sonucu karaciger basta olmak iizere doku ve
organlarda Ozel zehirli etkiler (kanserojen, teratojen ve mutajenik etkiler) ile
hepatotoksik, nefrotoksik, genotoksik ve immiinosiipresif etkiler ortaya ¢ikmaktadir.
Bu nedenle aflatoksinlerden kaynakli istenmeyen zararlarin Oniine gecilmesinde
antioksidan 6zellik gosteren c¢esitli maddeler oncelikle tercih edilmektedir. Bor ve
bilesiklerinin antioksidan, hiicre koruyucu, antigenotoksik etkilerinin oldugu
bildirilmistir. Yapilan bu tez c¢alismasinda subakut Aflatoksin B1 (AFB1) ile
karaciger hasari olusturulan ratlarda borun koruyucu etkisinin aragtirilmasi
amaglandi. Calismada erkek Sprague Dawley cinsi ratlara AFBI1 0,125 mg/kg ve
borik asit 5, 10 ve 20 mgBor/kg dozlar1 21 giin siiresince verildi. AFBI
uygulamasinin karaciger enzim aktiviteleri (AST, ALT ve ALP) ve lipid
peroksidasyon (MDA) diizeylerini artirdigi, diger taraftan glutatyon (GSH) ve
antioksidan enzim aktivitelerinde (SOD ve CAT) ise azalma meydana getirdigi
belirlendi. Ayrica, karaciger dokusunda apoptotik (Bax, Caspase 3, Caspase 8,
Caspase 9 ve p53) ve proinflamatuvar (TNF-a ve NFxB) genlerin mRNA ekspresyon
diizeylerinin arttig1 ve antiapoptotik gen olan Bcl-2’nin mRNA ekspresyonun
azaldig tespit edildi. AFB1 uygulamasinin DNA hasarint artirdigi ve karaciger
dokusunda ise histopatolojik degisiklikler olusturdugu gézlendi. AFB1 ile birlikte
verilen 5, 10 ve 20 mg/kg dozda bor uygulamalarinin ise olusan bu olumsuz
degisikleri tersine cevirdigi tespit edildi. Sonugta borun AFBI ile indiiklenen
karaciger hasarma karsi antioksidan, antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkisi ile

birlikte hepatoprotektif etki sergiledigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin B1, Biyokimyasal parametreler, Bor, Karaciger

hasari, Rat



SUMMARY

THE INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF BORON
AGAINST AFLATOXIN B1 INDUCED LIVER INJURY IN MALE RATS

Contamination of aflatoxins, which has an important place among mycotoxins, from
food and feed brings serious health problems on human and animal health. Because
of their intake, special toxic effects (carcinogenic, teratogenic, and mutagenic
effects) and hepatotoxic, nephrotoxic, genotoxic, and immunosuppressive effects
occur in tissues and organs, especially in the liver. For this reason, various
substances with antioxidant properties are primarily preferred to prevent undesirable
damage caused by aflatoxins. It has been reported that boron and its compounds have
antioxidant, cell protective, and antigenotoxic effects. In this thesis, it was aimed to
investigate the protective effect of boron in rats with subacute Aflatoxin B1 (AFB1)
liver damage. In the study, 0,125 mg/kg AFB1 and 5, 10, and 20 mg Boron/kg doses
of boric acid were given to male Sprague Dawley rats for 21 days. It was determined
that AFB1 tretament increased liver enzyme activities (AST, ALT, and ALP) and
lipid peroxidation (MDA) levels, on the other hand, it caused a decrease in
glutathione (GSH) and antioxidant enzyme activities (SOD and CAT). In addition, it
was determined that the mRNA expression levels of apoptotic (Bax, Caspase 3,
Caspase 8, Caspase 9, and p53) and proinflammatory (TNF-a and NFxB) genes in
liver tissue increased and the mRNA expression of the antiapoptotic gene (Bcl-2)
decreased. It was observed that AFB1 tretament increased DNA damage and caused
histopathological changes in the liver tissue. It was determined that boron
applications at doses of 5, 10, and 20 mg/kg given with AFB1 reversed these
negative changes. As a result, it was determined that boron exhibited
hepatoprotective effect together with antioxidant, anti-inflammatory, and
antiapoptotic effects against AFB1-induced liver damage.

Keywords: Aflatoxin B1, Biochemical parameters, Boron, Liver damage, Rat
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ONSOZ

Mikotoksinler tarih boyunca birgok epidemi ile binlerce insanin dliimiine ve ayrica
bliyiik ekonomik kayiplara neden olmustur Dogada yaygin olarak bulunan kiif
mantarlart sicak ve nemli kosullarda gida ve yemlerde kolayca iireyerek mikotoksin
tiretirler. Mikotoksinler insanlar ve hayvanlarda ciddi saglik problemlerine neden
olurlar. Aspergillus tiirii mantarlar tarafindan olusturulan Aflatoksinler dogal olarak
olusan en gii¢lii hepatik karsinojen maddelerdir. Yapilan bu ¢alismada AFB1 ile
karaciger hasar1 olusturulan ratlarda borun koruyucu etkisinin arastirilmasi
amaclandi. Bu amagla bazi biyokimyasal parametreler (AST, ALT, ALP), lipid
peroksidasyon (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyleri ile antioksidan enzimlerin
(SOD ve CAT) aktivite tayini ve DNA hasar1 (ssDNA) belirlendi. Ayrica karaciger
dokusunda apoptotik (Caspase-3, Caspae-8, Caspase-9, Bax, p53 ve, Bcl-2) ve
yangisal sitokinlerin (NFkB ve TNF-a) mRNA ekspresyonlar ile karaciger

dokusunun histopatolojik incelemeleri gergeklestirildi

Tez ¢alismamin secilmesi ve yiiriitiilmesi esnasinda yardimlarini esirgemeyen basta
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1. GIRiS

Aflatoksin gida endiistrisinde oldukc¢a sik goriillen ve Onemli zararli etkilerinin
oldugu bilinen bir mikotoksindir. Ozellikle Aflatoksin B1 (AFB1) en yiiksek
toksisiteye sahip olan aflatoksindir. Aflatoksin iireten mantarlar; bugday, musir,
fasulye, piring gibi mahsuller sagliksiz kosullarda depolandigi zaman toksin iiretirler
ve bu toksinlerin alinmasi sonucu karsinojenik, teratojenik ve mutajenik etkilerin
ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Bunun yani sira hepatotoksik, nefrotoksik,
genotoksik ve immiinosiipresif etkiler ile karaciger, bobrek ve kalp hasarina neden
olmaktadirlar (Verma ve Mathuria, 2009; Coppock vd., 2018). Yapilan ¢alismalarla
borun antioksidan, hiicre koruyucu ve antigenotoksik etkilerinin oldugu bildirilmistir

(Ince vd. 2012; 2014).

1.1. Aflatoksinler

Kiif mantarlar1 olarak da bilinen ipliksi mantarlar dogada yaygin olarak bulunur.
Nemli ve sicak ortamlarda gida ve yem maddelerinde kolayca iireyebilirler. Hem
besin degerini azaltarak hem de sekonder metabolitleri ile gida ve yemlerin kalitesini
olumsuz yonde etkilerler. Aspergillus, Fusarium, Penicillium gibi kiif mantarlarinin
sekonder metabolitleri olan mikotoksinler, insan ve hayvanlarda ¢esitli ve giiclii

toksik etki gosterirler (WHO, 2018; Steyn ve Stander, 1999).

1879’da DeBary, iki organizmanin yan yana biiyiidiiglinde, birinin digerinin
biiyiimesini engelledigini bildirmistir (SKinner vd., 1947). Bunu takip eden siiregte
Alexander Fleming penisilini kesfetmistir. Bu antibiyotigin, énemli hastaliklar i¢in
sagladig1 1iyilestirici etkisi nedeniyle antibiyotik endiistrisi hizla gelismistir.
Antibiyotiklerin gelistirilmesi sirasindaki yapilan hayvan toksisitesi calismalar1 bu
metabolitlerin insan ve hayvanlarda hastalik yapabilecegine dair ipuglar1 saglamistir.
Tahillarin mantarlar tarafindan bozulmasiyla ilgili tahil depolama c¢aligmalari
sonucunda mantarlarin hem depolanan tahillara zarar verdigi hem de bu tahillar
tilketen hayvan ve insanlarda toksik sorunlara neden olma potansiyeli olusturdugu
anlagilmistir (Richard, 2000). Ikinci Diinya Savasi’min ilk yillarinda Rusya’da

insanlarda siklikla 6liimle sonuglanan salginlar meydana geldigi, "Alimentary Toxic



Aleukia" olarak isimlendirilen; nekrotize edici, hemorajik ve merkezi sinir sistemini
etkileyen hastaliga, kiiflerle kontamine tahillarin tiiketiminin neden oldugu

anlasilmistir (Richard, 2003).

Aflatoksin ismini Aspergillus flavus toksininden alir (Samson vd., 2002).
Aflatoksinler, ilk olarak 1960’larin basinda Ingiltere’de, hindilerde 100.000°den fazla
6liime neden olmus ve “Turkey X Disease” nedeni olarak tanimlanmistir. Hastaliga
yemlere katilan aflatoksinle kontamine yerfistifinin neden oldugu bildirilmistir
(Allcroft ve Lewis, 1963; Richard, 2007). ABD’de yapilan ¢aligsmalar aflatoksinlerin
kopeklerde epizootik hepatit, domuzlarda kiiflii misir zehirlenmesi ve gokkusagi
alabaliklarinda kansere neden oldugunu ortaya g¢ikarmistir (Newberne vd. 1966a,
Newberne vd., 1966b; Newberne ve Butler, 1969). Arastirmacilar aflatoksijenik ve
diger mantarlar tarafindan {retilen diger mantar metabolitlerinin, gozlenen
toksikolojiye katkida bulunduguna inanmaktadirlar (Coppock ve Jacobsen, 2009).
Aflatoksinlerin suda yasayan, ciftlik ve kiimes hayvanlarinda, insanlarda ve diger
tirlerde giiglii hepatotoksin, mutajen, kanserojen, immiinosupresan, teratojen etkilere
sahip olduklar1 bildirilmistir (Allcroft ve Lewis, 1963; Eaton ve Gallagher, 1994;
Shuaib vd., 2010). Aflatoksinler dogal olarak olusan en gii¢lii hepatik
karsinojenlerdir. Aflatoksin kontaminasyonu muisir, pamuk tohumu, yer fistig1,
sorgum, bugday, piring, findik, baharatlar, ¢esniler, diger hammadde ve islenmis
gidalarda ekonomik kayiplara neden olur. Yayginliklar1 ve toksisiteleri nedeniyle,
aflatoksinler diinya c¢apinda halk sagligi agisindan ¢ok Onemlidir. Insan
popiilasyonundaki aflatoksikozis, o0zellikle bitkilerin yoksulluk, kuraklik gibi
olumsuz kosullarda yetistirildigi bolgelerde 6nemli bir halk sagligi sorunudur ve
bitkiler iizerindeki iklim stresi arttik¢a durum daha da kétiilesebilir. (Coppock vd.,
2018).

1.1.1. Aflatoksin Ureten Mantarlar
En yaygin olarak kabul edilen aflatoksijenik mantarlar Aspergillus flavus

(A.flavus), Aspergillus parasiticus (A.parasiticus) ve Aspergillus nomius

(A.nomius)’tur. Diger Aspergillus tiirlerinin de aflatoksin tirettigi bildirilmistir.



Cizelge 1.1. Aflatoksin Ureten Aspergillus Tiirleri (Varga vd. 2009; 2011)

Hindistan, Brezilya

Tiir Kaynak Tespit Edilen Mikotoksin Referans

A. bombycis (F) Japonya, Endonezya AFB, AFG, KA, diger Peterson vd. 2001
A. flavus (F) Diinya ¢apinda AFBI, AFB2, KA, CPA, diger | Codner vd. 1963
A. nomius (F) ABD, Tayland, Japonya, | AFB, AFG, KA, diger Kurtzman vd. 1987

A. parasiticus (F)

ABD, Uganda, Hindistan

AFB, AFG, KA, diger

Schroeder, 1966

(F)

Avustralya, Arjantin

Japonya, Avustralya,

G.Amerika
A. parvisclerotigenus | Nijerya AFB, AFG, CPA, KA, diger Frisvad vd. 2005
F
A. pseudocaelatus (F) Avrjantin AFB, AFG, CPA, KA Varga vd. 2011
A.  minisclerotigenes | ABD, Nijerya, AFB, AFG, KA, CPA, diger Pildain vd. 2008

A. arachidicola (F) Arjantin AFB, AFG, KA, CPA, diger Pildain vd. 2008

A. pseudonomius (F) ABD AFBI, KA, diger Varga vd. 2011

A. pseudotamarii (F) Japonya, Arjantin AFB1, KA CPA Ito vd. 2001

A. ochraceoroseus (O) | Fildisi Sahili AFB1, AFB2, ST, diger Frisvad vd. 2005

A. rambellii (O) Fildisi Sahili AFB1, AFB2, ST, diger Frisvad vd. 2005

E. astellata (N) Ekvator AFBL, ST, diger Frisvad vd. 2004

E. olivicola (N) Italya AFB1, ST, diger Zalar vd. 2008

E. venezuelensis (N) Venezuella AFBL1, ST, diger Frisvad ve Samson,

2004

Tir: F, Flavi; O, Ochraceorosei; and N, Nidulantes. Tespit Edilen Mikotoksin: AFB, aflatoksin B; AFG, aflatoksin G; CPA,
siklopiazonik asit; ST, sterigmatosistin; KA, kojic asit.

Aflatoksijenik Aspergillus tiirleri genellikle topraktaki bitki kaynakli dokiintiilerde
ve ayrica hayvan giibresinde iirerler. Bocekler ve hava akimlari aflatoksijenik
mantarlarin sporlarini bitkilere yayar ve bu mantarlar genellikle ¢icek organlarini ve
bdceklerin neden oldugu hasarli alanlar1 kolonize eder. Bitki artiklarina ek olarak
aflatoksijenik mantarlarin sporlari, miselleri veya sklerotileri genellikle toprakta,
hammadde depolama alanlarinda, isleme tesislerinde ve iretilen {rlinlerin dagitim
sistemlerinde de bulunur. A. flavus B gurubu aflatoksin iretir. A. flavus ve diger
tirler de siklopiazonik asit iiretebilir. A. parasiticus suslar1 genellikle AFB1 ve
degisen miktarlarda AFB2, AFG1l ve AFG2 iiretir. A. nomius tarafindan iiretilen
aflatoksin profili A. parasiticus gibidir. Aflatoksijenik Aspergillus suslari da
sterigmatosistin tiretebilir. Aflatoksijenik mantarlar ve {irettikleri mikotoksinler

Cizelge 1.1.”de gosterilmistir (Coppock vd., 2018).



1.1.2 Aflatoksijenik Mantarlarin Ureme Kosullari

Aflatoksin tiretimi ile iliskili mantarlar A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius’tur. Bu
mantarlar toprakta yaygin olarak bulunur ve genellikle bitkisel materyallerin
clirimesine katkida bulunurlar (Jacobsen vd., 2007). Aflatoksijenik tiirler i¢in genel
tireme kosullari, %80-85 veya daha fazla bagil nem igerigi ile optimum 25-37°C’de
olmak tizere 13-42°C arasindaki sicakliktir. A. flavusun {iremesi ve toksin
tiretebilmesi igin sirastyla minimum 0,80 ve 0,82 su aktivitesi (aw); A. parasiticus’un
tiremesi ve toksin {iretebilmesi i¢in ise minimum 0,84 ve 0,87 aw gereklidir.
Aflatoksin tiretimi i¢in A. flavus ve A. parasiticus’un optimum 33°C sicaklik ve 0,99

aw degerlerine ihtiyaci vardir. (Sweeney ve Dobson, 1998; Murphy vd., 2006).

Sicaklik ve bagil neme ek olarak, aflatoksin iiretimini etkileyen diger faktorler
substratlardaki karbon, nitrojen, bitki metabolitleri ve sekerlerdir. Yiiksek aflatoksin
tiretimi genellikle mantar tohum embriyosunda iiredigi zaman ortaya ¢ikar. Hasat
sirasinda ve hammadde isleme sistemlerinde hasar goren tohumlar, Aspergillus ve
diger mantar tiirleri tarafindan istilaya karsi daha hassastir. Aflatoksijenik
mantarlarin tiremesi ve aflatoksin iiretimi, 6zellikle hasar goérmiis yiiksek nemli
tohumlarda hizla ortaya ¢ikabilir (Coppock vd., 2018). Hasarli misir taneleri (%57)
tizerinde deneysel ¢alismada, 6,5 giinde 25 ppm AFBI1 saptandig: bildirilmistir (Seitz
vd., 1982).

A. flavus ve A. fumigatus hayvanlarda ve insanlarda patojen olarak da tanimlanmuistir.
Aflatoksijenik mantarlar, tipik olarak immiin yetmezligi olan hayvanlari ve insanlari
enfekte eder. Dokulardan izole edilen, kiiltiire edilmis A. flavus ve A. fumigatus
tizerinde yapilan ¢aligmalar, bu mantarlarin aflatoksin tretebilecegini ve yapilan
kimyasal analizler enfekte dokularda aflatoksinlerin mevcut oldugunu gostermistir

(Pepeljnjak vd., 2004).

1.1.3. Aflatoksin Kaynaklari

Aflatoksijenik mantarlarin liremesini destekleyebilen hemen hemen her gida veya

yem maddesi aflatoksin igerebilir. Aflatoksinler ve metabolitleri yenilen yemlerle



hayvansal triinlere aktarilabilir. AFB1’in hayvan metaboliti olan AFM1, inek, kegi
ve insan siitiinde tespit edilmistir. Dogal kosullarda, esasen tiim evcil hayvan tiirleri
aflatoksinlerle zehirlenmektedir. Evcil hayvan yemlerindeki aflatoksin kaynaklari
baslica misir ve misir yan lriinleri, piring, dar1 ve yer fistig1 yan tirlinleridir. Artik
yemek, kiiflii ekmek ve hayvan yemlerine yonlendirilen diger yiyecekler aflatoksin
kaynagi olabilir. Sert kabuklu yemisler, yer fistigi, incir, yagli tohumlar, tiitiin,
hindistancevizi, ¢esniler ve baharatlar, tahil taneleri, yumurta triinleri, peynir ve
diger pek ¢ok hammadde, yem ve gida maddelerinin aflatoksin igerdigi gosterilmistir
(Coppock vd., 2018).

1.1.4 Aflatoksinlerin Kimyasal Ozellikleri

Giiniimiizde en dnemli aflatoksin tiirleri olarak B1, B2, G1 ve G2 olan 20°den fazla
molekiilii ve bunlarm izole edilmis tiirevleri bilinmektedir. Aflatoksinlerin kimyasal
yapilart benzerdir ve hepsinde bifuranoid bir yapiya bagl bir kiimarinik merkezi
cekirdek vardir (Sekil 1.1.). Aflatoksin B molekiiliinde bir siklopentan halkasi,
aflatoksin G’de bir lakton halkasi vardir (WHO, 2002).

Aflatoksinler ve diger heterosiklik bilesikler floresan 6zellige sahip maddelerdir.
Ultraviyole 151k altinda AFB1 ve AFB2 mavi, AFG1 ve AFG2 yesil floresan verir.
AFBI1, gida maddelerinde en sik bulunan ve en yliksek toksijenik giice sahip olan
aflatoksindir (Leeson vd., 1995). Toksijenik giic AFB1>AFG1>AFB2>AFG2
seklindedir. Hidroksillenmis aflatoksin metabolitleri olan AFM1 ve AFM2 sirastyla
AFB1 ve AFB2’den olusur (Coppock vd., 2018).

Kristal formdaki aflatoksin metanol ve kloroform benzeri ¢6ziiciilerde ¢Oziiniir.
Oksitleyicilerin varliginda, pH 3’iin altinda ve pH 10’un iizerinde stabil degildir ve
saf iken UV radyasyonda pargalanir (Miraglia vd., 2004). Toksin 100°C’nin
istiindeki 1s1 derecelerinde bozulmaz. Bundan dolay1 pastorizasyon gibi islemlerden
etkilenmezler (Park, 2002). Aflatoksinler, yapisindaki lakton halkasi nedeniyle
hipoklorit ve amonyak gibi alkalilere kars1 hassastir. Bu 6zellik nedeniyle alkaliler,
aflatoksinlerin gidalardan elimine edilmesine yonelik ¢alismalarda kullanilmaktadir

(Deshpande, 2002).



a. AFB1 b. AFB2

c. AFG1 d. AFG2
Sekil 1.1. AFB1(a), AFB2 (b), AFG1(c) ve AFG2(d)’nin kimyasal yapilari

1.1.5. Aflatoksinlerin Metabolizmasi

Agi1z yoluyla alinan aflatoksinler gastrointestinal sistemden pasif diflizyonla etkili bir
sekilde emilir ve esas olarak bagirsaktan hepatik portal kana aktarilir. Ratlarda
AFB1’in emilim hizi konsantrasyona baghdir. Aflatoksinler gen¢ hayvanlarda yash
hayvanlara gore daha etkili bir sekilde emilir. Yapilan bir ¢calismada AFB1’in 2,5
haftalik ratlarda 4-5 haftalik ratlara gore 15 kat daha fazla emildigi gosterilmistir.
Ratlarda AFB1 en fazla duodenum ve jejunumdan emilir. Laktasyon emilimini
etkileyebilir (Coppock vd., 2018). Ayrica sigirlarda yapilan bir ¢alismada
aflatoksinlerin rumenden hizli sekilde emildigi de gosterilmistir (Cook vd., 1986).

Aflatoksinler esas olarak karacigerde ayrica bobrek ve  bagirsakta
biyotransformasyona ugrar. Karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi (CYP) yoluyla
biyotransformasyona ugrayan aflatoksinler siit, yumurta, idrar, meni, safra ve diski
ile atilir. Biyotransformasyonda oksidatif hidroksilasyon, O-dimetilasyon ve
epoksidasyon reaksiyonlar1 sonucu AFB1-8,9-epoksit, Q;, M;, ve Py gibi ara iiriinler
olusmaktadir. AFB1-8,9-epoksit disinda, diger biyotransformasyon iiriinleri
AFBl’den daha az  toksiktir. CYP, AFBl’in  AFB1-8,9-epoksite
biyotransformasyonunda anahtar bir role sahiptir ve olusan AFB1-8,9-epoksit DNA,
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RNA ve proteinler ile eklentiler olusturur. AFB1-8,9-epoksidin glutatyon (GSH) ile
konjugasyonu  6nemli  bir  detoksifikasyon  yoludur. = AFB1’in  diger
biyotransformasyon tiriinleri, AFH1’e metabolize edilebilen AFQ1’dir. AFB1 ayrica
AFP1, AFM1, aflatoksikol ve diger metabolitlere de metabolize edilir. AFP1, AFM1,
AFQI1 ve aflatoksikol, glukuronid ve siilfat konjugatlari olusturur. Glutatyon S-
transferazlarinin (GST) AFB1-8,9-epoksit i¢in afinitesi de 6nemlidir (Cary vd., 2000;
Bhatnagar ve Garcia, 2001; Murphy vd., 2006).

Yapilan bir ¢aligmada sigirlara agiz yoluyla aflatoksin (%42 AFB1 ve %27 AFB2)
verildikten 2 saat sonra rumen igeriginde AFM1’in rumendeki flora ve fauna
tarafindan olusturuldugu ortaya koyulmustur (Cook vd., 1986 ). Bingham vd. (2004)
kopek idrarinda AFM1 ve AFP1’i tamimlamistir. Sigirlar AFB1’1 agirlikli olarak
digkiyla AFM1°i ise agirlikli olarak idrarla atarlar (Stubblefield vd., 1983).

Aflatoksinlerin metabolizmas1 toksikasyonla baglantilidir (Eaton ve Gallagher,
1994). AFB1, CYP’ye bagli bir reaksiyonla, hiicrede makromolekiillerle eklentiler
olusturan ~ AFB1-8,9-epokside metabolize edilir. AFB1-8,9-epoksidin
makromolekiillere olan affinitesi sirasiyla DNA>RNA>protein seklindedir. DNA
eklentisi, N’-guanin ile olusturulur ve bu eklenti, DNA onarim islemlerine nispeten
direnglidir. AFB1-8,9-epoksit ve DNA arasindaki bag, toksinin yapisini ve biyolojik
aktivitesini, dolayisiyla birincil mutajenik ve karsinojenik etkilerini degistirir. Rat
karacigeri modellerinde, AFB1-N7-guanin eklentileri olusumdan sonra kaldirilabilir
ve bu da DNA molekiiliinde adenin ile doldurulma egiliminde olan apurinik
bolgelere yol acar. Bu guaninden timine transversiyon, hiicre DNA’sinda oldukca
onemli bir mutasyon noktasini temsil eder (Aguillar vd., 1993). CYP sisteminin
yukar1 regulasyonu aflatoksinlerin toksisitesini artirir. AFB1 karaciger, bagisiklik
sistemi ve muhtemelen viicuttaki tiim sistemlerde genetik ifadeyi degistirir.
Aflatoksinlere karsi tiirlerin hassasiyeti biyoaktivasyon ve detoksifikasyon orani ile
baglantilidir. AFB1-8,9-epoksit esas olarak GSH ile Faz Il sentetik reaksiyonlarinda
detoksifiye edilir. Memelilerde, GST aracili konjugasyon, 6nemli bir detoksifikasyon
yolagidir ve enzim aktivitesindeki tiir farkliliklar, tiir duyarliligindaki farkliliklar:
kismen aciklayabilir. Aflatoksinlerin toksisitesini azaltan diger Faz II yollar,

glukuronid ve siilfat olusumudur (Coppock vd., 2018). AFM1, AFQl ve AFP1



epoksidasyon icin 1iyi substratlar degildir, dolayisiyla AFB1’den daha az
genotoksiktirler ve detoksifikasyon iiriinleri olarak kabul edilirler. Bununla birlikte,
AFM1 igin bildirilen yiiksek toksisite dikkate alindiginda, bu metabolitin bir
"detoksifikasyon iiriinii" olarak diisiinlilmemesi gerektigi bildirilmistir (Neal vd.,

1998).

1.1.6. Aflatoksinlerin Etkileri

Aflatoksinlerin toksik etkileri doza ve maruz kalma siiresine baglidir. Akut toksik
sendrom, yiiksek konsantrasyonda aflatoksin igeren yiyecekler tiiketilerek ortaya
cikar ve etkileri kisa siirede goriiliir. Genel durumunun hizla bozulmasi, istahsizlik,
akut hepatit, sarilik, kanama ve 6liim ile karakterizedir. Karaciger etkilenen ana
organdir; hemorajik nekroz, sentrilobiiler tikaniklik, safra kanallarinda hiicre
proliferasyonu ve hepatositlerin yagli infiltrasyonuna bagli lezyonlar gorilir (De
Oliveira ve Corassin, 2014). Aflatoksinlerin toksik etkilerine duyarlilig: tiirler
arasinda onemli Olciide degisiklik gosterir. Ticari kiimes hayvanciligi endiistrisinde
kullanilan tiirlerle ilgili olarak, 6rdeklerde duyarlilik daha fazladir, bunu hindi, kaz,
stlin ve tavuk izlemektedir. Ayni tiiriin bireyleri arasinda bile, doz-yanit iliskisi
diger faktorlerin yani sira 1k, cinsiyet, yas ve diyet kompozisyonuna gore
degisebilir. Cogu tiir i¢in erkekler disilere gore daha hassastir, ancak genel olarak
duyarhilik genclerde yetigkinlere gore belirgin sekilde daha yiiksektir (WHO, 2002).
Kronik aflatoksikoz genel olarak, diisiik seviyelerde aflatoksin ile kontamine olmus
yiyeceklerin uzun siire yenilmesinden kaynaklanir ve en belirgin klinik belirti, geng
hayvanlarin biliylime hizindaki azalmadir. Dogal kosullarda aflatoksikozisin esas
etkisi budur. Bu hastaligin teshis edilmesi zordur ve hayvansal iiretimde 6nemli

ekonomik kayiplara neden olur (Leeson vd., 1995).

Aflatoksinler dogal olarak olusan en giiclii hepatik karsinojenlerdir. Hepatoseliiler
karsinom (HCC), en ¢ok oOliime neden olan kanser tiirlerindendir (Kew, 2002;
Chacko ve Samanta, 2016). Diyetle AFB1’e maruz kalma ve hepatit B viriisii ile
enfeksiyon HCC’nin iki ana nedenidir. Giineydogu Asya ve Sahra Alt1 Afrika
bolgeleri, insanlarin hem hepatit B viriisii hem de AFB1 maruziyetinden muzdarip

oldugu HCC agisindan sorunlu yerlerdir. Hindistan’da, HCC hastalarinin %58’inin



karaciger biyopsilerinde AFB1 saptandig: bildirilmistir. Ayrica AFB1 maruziyeti,
atilan AFB1 metabolitleri ve HCC riski arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
bildirilmistir (Asim vd., 2011; Williams vd., 2010).

Aflatoksinler serumdaki karaciger enzimlerinin aktivitelerinin artmasina neden olur.
Artan aktivite karaciger hasarinin gostergesidir. Serumdaki artan hepatik enzimlerin
aktiviteleri arasinda gama-glutamil transferaz (GGT), aspartat aminotransferaz
(AST), alkalin fosfatazlar (ALP), sorbitol dehidrogenaz (SDH), ornitin karbamil
transferaz (OCT) ve izositrat dehidrogenaz (ICD) bulunur. Seruma salindiginda,
metabolik siirecler hepatik enzimi serumdan uzaklastirdik¢a hepatik enzimlerin
aktiviteleri azalir. Aflatoksikozda en tutarli sekilde ylikseldigi bildirilen serumdaki
hepatik enzimlerin aktiviteleri GGT, AST, alanin aminotransferaz (ALT) (ruminant
olmayanlar) ve SDH’dir. Serum bilirubin seviyeleri de yiikselir ve gevis getiren
hayvanlarda fotosensitizasyon meydana gelebilir. Aflatoksikozda serum proteinleri
azalabilir veya albiimin ve -globulinler azalir ve y-globulinler artar. Gida kaynakli
aflatoksikoz olgusu bulunan 50 kopek {izerinde yapilan bir ¢alismada yiiksek serum
bilirubin ve ALT, diisiik kolesterol, kdpeklerde aflatoksikozun Sliimciil sonucunun
bir gostergesi olabilecegini gostermistir. Yaygin laboratuvar bulgular1 arasinda AST
(%86), ALP (%84) ve ALT (%79) aktivitelerinin artmasi; hipoantitrombinemi
(%86), uzamis protrombin (PT, %82) ve aktive olmus parsiyel tromboplastin siireleri
(@PTT, %380), hiperbilirubinemi (%73), hipokolesterolemi (%60) hipoalbiiminemi
(%47) ve trombositopeni (%42) bulunmustur (Bruchim vd., 2012). Kanath
hayvanlarda eritrosit sayisinda ve hemoglobinde azalma, heteropeni ve lenfopeniden
olusan 16kopeni meydana gelebilir. Aflatoksikoz patogenezi agisindan hepatik enzim
tayinlerinin zamanlamasi da 6nemlidir. Hepatik hiicrelerden salinan enzim orani ve
serumdaki yart Omrii yani sira enzimlerin hepatik olmayan kaynaklar1 da dikkate
alinmalidir. Serumdaki GGT aktivitesi AST’den daha yavas diiser. Serum
proteinlerinin yorumlanmasinda dehidrasyon diislintilmelidir ve ileri aflatoksikozda
coklu organ yetmezligi meydana gelebilir. Kanama, kan parametrelerini
degistirebilir. Klinik belirtiler ve patolojik goriinlim degisebilir ve bu durum saha
kosullarinda ¢oklu mikotoksinlere maruz kalmaya baglh olabilir. Hayvanlarda

aflatoksikoz ile es zamanli bulasici hastaliklar da olabilir (Coppock vd., 2012).



Aflatoksinler immiinotoksiktir ve hastaliklara karsi dogal direnci azaltir ve asiya
bagli bagisikligi da bozar. Bulasici hastaliklarda iyilesme uzun siirebilir ve ek
tedaviler gerektirebilir. Immiin disfonksiyon belirtisi, genellikle yiiksek patojenler
olarak kabul edilmeyen organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar olabilir. AFB1
lenfoid hiicre popiilasyonlarini diisiiriir, lenfoblastogenezi bastirir ve hem kutan6z
gecikmis tipte asir1 duyarlii@i hem de greft-konak¢i reaksiyonunu azaltir ve
dogustan gelen bagisiklig1 baskilar. AFB1, fagositik aktivite ve oksidatif radikal
tiretimi dahil olmak iizere dogal 6ldiiriicii sitoliz ve makrofaj fonksiyonlarini azaltir.
AFB1, dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik yanitlarinin genetik ifadesini degistirir
(Coppock vd., 2018). Kiimes hayvanlarinda ve diger hayvan modellerinde gosterilen
immiinosupresyonun etkileri arasinda bursa fabricius ve timus aplazisi, T-
hiicrelerinin sayr ve aktivitesinin azalmasi, antikor yanitin azalmasi, fagositik
aktivitenin baskilanmasi ve komplement (C4), interferon, IgG ve IgA gibi humoral

bilesenlerin azalmasi bulunur (De Oliveira ve Corassin, 2014).

Yapilan c¢alismalarda AFB1'in Reaktif Oksijen Tiirlerini (ROS) indiikleyerek
hiicrelere ve DNA'ya zarar vererek oksidatif strese neden oldugu, ayrica DNA
hasarina ve mitokondriyal gegirgenlik degisikliklerine yol agan genetik degisiklikleri
de indiikledigi ifade edilmistir (Liu ve Wang, 2016). AFB1'in karacigerde apoptotik
genlerden Bax ve Caspase-3 ekspresyonunu arttirdigni ve Bcl-2 ekspresyonunda
onemli bir azalma olusturudugu ve bdylece mitokondriyal yol ile apoptozu
indiikledigi ifade edilmektedir (Abdel-Wahab ve Al-Harizy, 2013; Abdel-Aziem vd,
2014). Ayrica AFB1’in NFkB geni ve protein ekspresyonunu artirdigr ve Niikleer
faktor-E2 ile iligkili faktoriin (Nrf2) baskilanmasi yoluyla belirgin bir proinflamatuar
etkiye sahip oldugu da bildirilmistir (Taranu vd., 2019).

1.1.7. Antioksidan Savunma Sistemi

Insan viicudunda kompleks bir yapidan olusan, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma sistemi vardir. Fizyolojik olarak mitokondriyal enerji liretimi
sirasinda devamli olarak serbest radikaller iiretilir. Hiicrede serbest radikallere karsi
ana savunma hattin1 Kkatalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon

peroksidaz (GSH-Px) olusturur. Serbest radikal miktarinin artig1 oksidatif strese ve
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hiicrede hasara sebep olur. (Aslankog vd. 2019). Normal kosullarda ROS ile viicudun
antioksidan sistemi arasinda bir denge vardir. Bu durumun ROS lehine bozularak
siiperoksit miktarinin artmasi oksidatif strese neden olur (Sies ve Cadenas, 1985;
Halliwell, 2007). Stres; hiicredeki yag, protein ve hiicre i¢i sinyalizasyona zarar verir
(Lopez-Alarcona ve Denicola, 2013). Kanser, diyabet, kalp-damar hastaliklari,
Alzheimer, Parkinson gibi bir¢ok hastaliga oksidatif stresin sebep oldugu ileri
stiriilmektedir (Pisoschi ve Pop, 2015). Antioksidanlar organizmada dogal olarak
sentezlenir, ayrica gidalar yoluyla disaridan da alinabilir (Lobo vd. 2010). En dis
yorlingesinde eslenmemis bir veya daha c¢ok elektron bulunduran molekiiller olan
serbest radikaller, giicli oksidan Ozellige sahip ve kisa Omiirlii oksijen
metabolitleridir. Bu molekiiller organizmada bircok ajanla birleserek degisik
biyolojik etkilere neden olurlar (Poljsak vd.,2011). Viicuttaki metabolik olaylar ve
ilaglar, toksinler, sigara, alkol, UV radyasyon gibi dis etkiler sonucu serbest

radikaller devamli olarak iiretilir (Poljsak vd.,2013; Sen vd., 2010 ).

Hiicre zarindaki yag asitleri ve kolesteroliin serbest radikallerle reaksiyonu sonucu
lipit peroksidasyonu gerceklesir. Bunu takip eden bir dizi reaksiyonla lipit
peroksitleri olusur. Lipit peroksitlerinin yikimlanmasi ile 4-hidroksinonenal, akrolein
ve malondialdehit (MDA) olusur (Young ve Woodside, 2001; Ayala vd. 2014). Lipid
peroksidasyonunun spesifik bir gostergesi olmamasina ragmen, oksidatif stresle
arasindaki korelasyon nedeniyle stres seviyesini belirlemede MDA i¢in degisik
yontemler gelistirilmis ve kullanilmistir (Frankel ve Neff, 1983). Oksidatif stres
hiicre zarina zarar vererek MDA miktarinin artmasina neden olur. MDA, DNA *daki
bazlarla etkilesime girerek mutajeniteye sebep olur. Hidroksil radikalleri de DNA
bazlan ile etkileserek DNA hasarma ve zincirde kopmaya neden olarak kanser

olusumuna yol acar (Pisoschi ve Pop, 2015).

Antioksidanlar; a) Serbest radikalleri tutarak veya daha zararsiz hale dontistiirerek, b)
Serbest radikallere elektron ekleyerek zararsiz hale getirerek veya etkilerini ya da
hizlarmi distirerek (Flavonoidler ve vitaminler bu sekilde etki eder), c) Serbest
radikallerin neden oldugu hasari tamir ederek, d) Oksijen radikalleri tutup zincirlerini
kirarak islevsiz hale getirerek etkilerini gosterirler (Valko vd. 2007). Viicut

tarafindan tretilen GSH-PX, CAT ve SOD birinci basamak antoksidanlar1 olusturur
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(enzimatik). Ayrica gidalarla agiz yoluyla alinan (enzimatik olmayan) antioksidanlar
da vardir (Ighodaro ve Akinloye, 2018). Enzimatik olmayan antioksidanlara lipoik
asit (Smith vd. 2004), karotenoidler (Sharoni vd., 2004), C vitamini (Kojo, 2004;
Saygin vd. 2018), katesin (Lotito ve Fraga 1998), resveratrol (Aslankog vd., 2018) ile
kuersetin (Postaci vd. 2018) gibi maddeler 6rnek gosterilebilir.

1.1.8. Aflatoksinlerden Korunma Yontemleri

Aflatoksinlerden en iyi korunma yolu, insan kontrolii altindaki asamalarda toksin
olusumunu engellemek ve miimkiinse aflatoksin tiiketiminden kaginmaktir.
Aflatoksikoz i¢in heniiz spesifik bir tedavi tanimlanmamistir. Aflatoksin igeren tiim
kaynaklarin diyetten ¢ikarilmasi ve etkilenenlere semptomatik tedavi onerilmektedir.
Farkli maddelerin aflatoksinlerin toksik etkilerini azalttig1 da bildirilmistir (Coppock
vd., 2018).

Bazi dogal bilesikler veya detoksifiye edici enzimler, AFB1’in neden oldugu
oksidatif stres ve hepatotoksiteden korunma amaciyla kullanilmistir. Bunlardan
bazilarina deginilecek olunursa; AFB1 uygulanan farelerde oral quarcetin
takviyesinin serum laktat dehidrogenaz seviyelerini diislirdiigii, hepatik GSH
seviyelerini ve SOD aktivitesini artirdig1 ve hem karacigerde hem de bobrekte lipid
peroksidasyonunu azalttigi bildirilmistir.(Choi vd., 2010). AFB1 uygulanan ratlarda
probiyotik fermente siit ve chlorophyllinin, tiyobarbitiirik asit-reaktif maddelerinin
diizeylerini diisiirerek ve GPx, SOD, katalaz ve GST gibi antioksidan enzimlerin
aktivitelerini artirarak onemli bir hepatoprotektif etki gdsterdigi bildirilmistir (Kumar
vd. 2012). AFBL1 ile birincil karaciger kanseri indiiklenmis ratlara kaempferol
uygulamasi sonucunda; bozulmus lipid peroksidasyon aktiviteleri, azalan enzimatik
ve enzime bagli olmayan antioksidan seviyeleri ve degismis ksenobiyotik enzim
seviyelerinin 6nemli Olclide standarta yakin seviyelere geri dondiigii bildirilmistir

(Kulanthaivel vd., 2012).

Vipin vd. (2017), fenoliklerden zengin zencefil ekstresinin AFB1 kaynakli oksidatif
stres ve hepatotoksisiteye karsi in vitro ve in vivo koruyucu etkilerini arastirdiklari

calismada, HepG2 hiicrelerinin zencefil ekstresi ile 6n isleme tabi tutulmasi,
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AFB1’in neden oldugu hiicre i¢i ROS iiretimini, DNA sarmali kirtlmasini ve
sitotoksisiteyi 6nemli dlciide inhibe ettigini bildirmistir. Ayrica erkek Wistar ratlara
28 giin boyunca oral olarak AFB1 (200 mg/kg) ve zencefil ekstresinin (100 ve 250
mg/kg) verilmesi sonucu zencefilin AFB1 kaynakli toksisiteye bagli karaciger
hasarindaki serum belirte¢ diizeylerini 6nemli Olglide azalttigi, ayrica lipid
peroksidasyonunu azaltarak ve antioksidan enzim aktivitelerini artirarak Onemli
hepatoprotektif etki gosterdigi belirtilmistir. Bunlara ek olarak, zencefil ekstresi
uygulamasinin  Nrf2/HO-1 yolagimmi yukari1 regiile ederek, AFB1 kaynakl
hepatotoksisiteyi inhibe etme etkinligini artirdigi bildirilmistir. Nrf2, hiicresel
homeostazin ana diizenleyicisi olan redoksa duyarli bir transkripsiyon faktoriidiir.
Nrf2, oncelikle karaciger gibi metabolik olarak aktif organlarda ifade edilir. Bu
nedenle, karaciger hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde Nrf2 'nin , mithim bir yeri
vardir (Lee ve Surh, 2005; Eggler vd., 2008; Zhu vd., 2016). Gidalarda bulunan
Nrf2’yi aktive edebilen fitokimyasallarin AFB1 kaynakli karaciger hasarina karsi
korunmada faydali olabilecegi bildirilmistir (Costa vd., 2007; Cavin vd., 2008;
Hayes vd., 2010).

Hathout vd. (2011), aflatoksinlerin neden oldugu oksidatif strese karsi Lactobacillus
casei ve Lactobacillus reuteri’nin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada bunlarin
aflatoksinleri gastrointestinal sistemde baglayarak biyoyararlanimini azalttigin
boylece karacigerin tiim biyokimyasal parametrelerinde ve histolojik tablosunda

onemli bir iyilesme sagladigini bildirmislerdir.

Aflatoksinlerin  biyotransformasyonunu  degistirmek i¢in dogal iiriinlerden
polifenollerden zengin yesil ¢ayin AFB1 kaynakli hepatokarsinojenezin baslamasini
azalttigi veya bloke ettigi bildirilmistir (Coppock ve Dziwenka, 2016). Ayrica
melatonin (Abdel-Wahhab vd., 2005; Soyoz vd., 2004), likopen (Tang vd., 2007),
propolis (Varanda vd., 1999), sarimsak (Abdel-Wahhab ve Aly, 2003; Guyonnet vd.,
2002), kahve (Cavin vd., 1998), su yosunu (Abdel-Wahhab vd., 2006), kil
minaralleri (Miazzo vd., 2000), beyaz biber ekstraktlar1 (Hussein vd., 2019) gibi
dogal maddelerin yani sira butilhidroksitoliien ve butilhidroksianisol (Soni vd.,
1997), etoksiquin (Mandel vd., 1987), N-asetil sistein (Valadivia vd., 2001) gibi
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maddelerin de degisik yollarla mikotoksinlerin neden oldugu olumsuzluklara karsi

etkili olduklarini bildiren ¢alismalarda bulunmaktadir.

1.2. Bor

1.2.1. Borun Genel Ozellikleri

Periyodik tablonun 3A grubunda yer alan Bor’un, (B), atom numarasi 5, atom
agirh@ 10,811, yogunlugu 2,34 g/cc, ergime noktasit 2300°C ve kaynama noktasi
4002°C’dir. Yarn iletken yapida, metalle ametal arasi bir elementtir. Bilesik halde
iken ametal gibi davranan bor, saf halde elektrigi iletir. Dogada saf halde
bulunmayan, oksijenle reaksiyonu sonucu olusan mineraller halinde bulunan bor,
metal ve ametallerle bilesikler olusturur. Dogada 230°dan fazla bor minerali bulunur.
Bor dogada toprak (10-20ppm), deniz suyu (0,5-9,6ppm) ve tatli sularda (0,01-
1,5ppm) yaygin olarak bulunur. Bor bilesiklerinin en basitleri bor oksit (B,03) ve
borik asit (H3BOj3)’tir. Kalsiyumlu olan kolemanit (Ca,Bs011.5H,0), kalsiyum-
sodyumlu olan tleksit (NaCaBsOq.8H,O) ve sodyuma bagli olana tinkal
(Na2B407.10H,0) denir (Sayli, 2000; Int. Kay. 1). Diinyadaki bor yataklarinmn
yaklasik %731 Tirkiye’dedir. Tiirkiye’de rezerv olarak en ¢ok kolemanit ve tinkal
bulunur. Bor; cam, seramik, temizlik, tekstil, metaliirji, enerji, yalitim, tarim ve

saglik gibi bircok sektorde de kullanilmaktadir (int. Kay. 1).

1.2.2. Borun Tarihcesi

Babillilerden beri kullanildigina inanilan inorganik boratlarin yaklasik 6000 yildir
bilindigi bildirilmektedir. Misirlilar, Araplar, Tibetliler ve Cinliler de bu bilesikleri
kullanmiglardir. Araplar, boraks iceren bircok mineral i¢in "buraq" terimini
kullanmiglardi. Babiller tarafindan altin madenciliginde, eski Misirlilar tarafindan
mumyalama, metaliirji ve saglik alanlarinda, Eski Yunan ve Romalilar tarafindan
arena temizligi i¢in kullanilmistir. Araplar, MS. 875 yillarinda ilag yapiminda bor
tuzlarin1 kullanmiglardir (Travis ve Cocks, 1984;Woods, 1994;Yigitbasioglu, 2006).
XIIT yiizyilda Marco Polo boru Tibet’ten Avrupa’ya getirmistir. William Homberg
tarafindan 1702 yilinda ilk kez borik asit elde edilmistir. 1771 yilinda kat1 borik asit
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olan sassolit, Italya’nin Toscana bélgesindeki sicak su kaynaklarinda bulunmustur.
Elemental bor, Fransiz kimyagerler Joseph Louis Gay-Lussac ve Louis-JacquesThe’-
nard ve ayrica Ingiliz kimyager Sir Humphry Davy tarafindan 1808’de
kesfedilmistir. Tiirkiye’deki bor madenlerinin Dogu Roma Imparatorlugundan beri
kullanildigi tahmin edilmektedir. Yurdumuzda ilk isletme 1865 yilinda bir Fransiz
sirketi ile faaliyete baslamistir (Int. Kay. 3;Y{inlii, 2016).

1.2.3. Borun Bitkilerdeki Onemi

Bor, bitkilerin biiylime ve veriminde onemli etkilere sahiptir. Biiyiik oranda bitki
hiicre duvarlarinda bulunan bor, gerek bitki biiylimesi gerekse patojenlere karst bitki
direncinde 6nemli roller istlenir. Bitkilerde kok biiyiimesi igin ortamda yeterli
miktarda bor bulunmasi gereklidir. Ayrica polen canliligi ve dollenme iginde bor
gereklidir. Bitkilerde tohum, ¢icek ve meyve bor eksikligine karsi daha fazla
hassastir (Giines vd.,2017).

1.2.4. Borun Insan ve Hayvan Saghgindaki Onemi

Insan viicut kiitlesinin %98’inin metalik olmayan yedi makromineralden (karbon,
oksijen, nitrojen, kiikiirt, hidrojen, fosfor ve klor) olustugu tahmin edilmektedir. Dort
ana alkali metal, 6zellikle sodyum, magnezyum, potasyum ve kalsiyum yaklasik
%1,89’unu olustururken, geri kalan %0,02 (veya ortalama bir yetiskin insanin 8,6
g’1) 11 adet mikromineralden olusur: Bu mikromineraller bes iz element (demir,
¢inko, bakir, manganez ve florin) ve alt1 ultra iz element (kobalt, iyot, selenyum, bor,
molibden ve krom) ihtiva eder (Prashanth vd., 2015). Ultra iz elementler
organizmanin biiylimesi, gelisimi ve fizyolojisi i¢in ppb diizeyinde ihtiya¢ duyulan

diyet mikromineralleridir (Arakawa, 2016; Al-Fartusie ve Mohssan, 2017).

Esansiyel wultra iz elementler, hiicre biiylimesinde ve ¢ogu proteinlerin,
karbonhidratlarin ve lipitlerin metabolizmasinda rol oynayan belirli enzimler i¢in bir
kofaktor olarak onemli rol oynarlar. Ayrica biiylime, gelisme, kas ve sinir islevi,

normal hiicresel islev ve bazi hormonlarin ve bag dokusunun sentezi i¢in de
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gereklidirler (Fox ve Zimba, 2018). Biyolojik siireclerde ultra iz elementlerin rolii,
kanser gibi bazi hastaliklarin etiyolojisini anlamak icin hayati ipucu saglayabilir. iz
elementlerin, homeostazisin diizenlenmesi ve serbest radikal hasarinin onlenmesi
gibi yasam icin gerekli cesitli siireclerde onemli bir islev gérme yetenegi, ultra iz
elementler ile birgok yaygin hastalik arasindaki pozitif korelasyona bir cevap

saglayabilir (Drago, 2017).

Ultra iz elementler biyolojik aktivitelerin temel bilesenleri olmasina ragmen, bu
elementlerin viicuttaki asir1 seviyeleri toksik olabilir ve maligniteler gibi bir¢cok
6lumciil hastaliga yol agabilir. Aslinda, bu elementlerin birikmesi, hatta eksiklikleri,
hastaliklara neden olabilecek alternatif bir yolu harekete gecirebilir. Bu unsurlar
arasindaki etkilesim, birgok beslenme bozuklugunun etiyopatogenezinin dayandigi

bir koprii gorevi de gorebilir (Arakawa, 2016).

Bor bitki, hayvan ve insan metabolizmasinda hayati derecede dnemli rollere sahip bir
mineraldir. Osteogenezde, borun 6nemli bir yeri vardir. Bor noksanlhiginin kemik
sagliginda olumsuzluklara neden oldugu bildirilmistir (Nielsen, 2008). Bor, steroid
hormonlarinin iiretimini ve aktivitesini etkileyerek kalsiyum kaybmin ve kemik
demineralizasyonunun Onlenmesinde rol oynar. Bor takviyesinin peri ve
postmenopozal kadinlarda idrarla atilan kalsiyum ve magnezyumu azalttigi, serum
ostradiol seviyeleri ile Kkalsiyum emilimini artirdigi yapilan g¢alismalarla
gosterilmistir (Nielsen vd.,1987; Beattie ve Peace, 1993). Bor ayrica D vitamini
kullanimimi  olumlu yonde etkiler. Bor takviyesi, hayvanlarda mineral
metabolizmasindaki D vitamini noksanligina bagl bozukluklari azaltir ve kemik
yapimini uyarir (Hunt, 1994). Hayvan calismalari, bor eksikligi olan ratlarda
cenelerdeki disleri tutan alveolar kemigin iyilesmesinin engellendigini ortaya
koymustur. Bu da bor eksikliginin osteogenezde belirgin bir azalma nedeniyle kemik
iyilesmesinin bozulmasina neden olabilecegini gostermistir (Gorustovich vd.,2008;
Nielsen ve Stoecker, 2009).

2010 yilinda yayinlanan bir arastirma, borun, kemik yapimina katilan D vitamini,
testosteron ve 17B-estradiolii [E2] etkileyerek ve doku mineralizasyonunu saglayan

genlerin ekspresyonunu diizenleyerek osteoblastlarin mineralizasyonunu uyardigini
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gostermistir. Ayrica borun doku mineralizasyonunu indiiklemesi ile yara iyilesmesi
tizerinde yararli etkiler gosterdigi de belirtilmistir (Hakk1 vd.,2010). Derin yaralara
%3 borik asit soliisyonu uygulamasinin iyilesme i¢in gereken silireyi azalttigini
gostermistir (Blech vd.,1990). Insan fibroblastlarmm kullanildigi ¢alismalar, yara
iyilesmesinin borik asitin ekstraseliiler matriksi etkilemesi yoluyla hizlandirildigini
gostermistir (Benderdour vd.,2000). Yapilan bazi in vitro arastimalar, borun faydali
etkilerinin, fibroblastlardaki kollajenaz, elastaz, alkalin fosfataz ve tripsin benzeri
enzimler, gibi enzimleri dogrudan etkileyerek olustugunu gostermistir (Nzietchueng
vd., 2002).

Yapilan bir c¢alisma, borun gesitli hiicre dist matriks proteinlerinin  mRNA
ekspresyonunu diizenledigini, yara iyilesmesine katilanlarin yaninda kolajen tip 1,
osteopontin, kemik sialoprotein ve osteokalsin gibi mineralize doku ile iligkili
proteinlerin mMRNA ekspresyonunu da diizenledigini gostermistir (Hakki vd.,2010).
Borun ayrica alkalin fosfataz ve Bone morphogenic proteinin mRNA ekspresyonunu
arttirdi@r ifade edilmistir (Ying vd.,2011).

Bor 6strojen, testosteron gibi cinsiyet hormonlarini ve D vitamini kullanimint olumlu
yonde etkiler. Bor ilavesini takiben hem kadinlarda hem de erkeklerde plasma steroid
cinsiyet hormon seviyelerinin arttigi gosterilmistir (Nielsen vd.,1987; Naghii vd.,
2011). Testosteron molekiillerinin tahminen %98’i kandaki proteinlere baglanir ve
bu sekildeki hormonlarin kilcal damarlardan ¢ikamadigindan bioyararlaniminin
olmadig1 bilinmektedir (Morgentaler, 2009). Bu sebeple, bor ilavesi ile artan
baglanmamis serbest testosteronun yiikselmesinin, serbest testeronun diistiigii yash
erkeklerde yararli olabilecegi sonucuna varilmigtir (Chueh vd.,2012). D vitamini
eksikligi olan bireylerde yapilan hayvan (Hunt,1994; Dupre vd., 1994) ve insan
(Nielsen vd., 1990; Miljkovic vd., 2009) calismalarinda borun; 25-hidroksivitamin
D3 (25[OH]D3) serum seviyelerini artirdigi gosterilmistir. Bor, hormonal etkilerini
cinsiyet hormonlarmin ve D vitamininin yarilanma Omriinii ve biyoyararlanimini
artirarak gosterir. Borun kemik metabolizmas1 iizerindeki faydali etkileri, kismen
hem o6strodiol hem de D vitamininin {iretimi ve biyolojik yarilanma Omriini
arttirmasina baghdir. 17p-estradiol {iretimi i¢in en basit ve tercih edilen yol, dstronun

keto grubunun bir tetrahidroborat tuzu olan potasyum borohidriir ile indirgenmesidir
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(Int. Kay. 2). D vitamini ile ilgili olarak, borun, 25(OH)D3’iin katabolizmasindan
sorumlu olan mikrozomal enzim olan 24-hidroksilazin aktivitesini bastirdig: ileri
stirtilmiistiir (Miljkovic vd., 2004; Pizzorno, 2015).

Yapilan insan  deneylerinde  bor  takviyesinden sonra plazma  bor
konsantrasyonlarinda 6nemli bir artis meydana gelirken, hs-CRP ve TNF-a
seviyelerinde Onemli diistisler goriilmiistiir. Yayimlanan bir dizi makale borun
inflamatuar biomarker seviyelerini azalttigin1 bildirmistir. (Naghii vd.,2011; Nielsen,
2000; Armstrong ve Spears, 2003)

Epidemiyolojik kanitlar, vaka raporlari, in vivo arastirmalar, borun osteoartrit
tedavisinde etkili olabilecegine iliskin kanitlar saglamistir (Newnham, 1994; 2004;
Scorei vd., 2011). Diinyada bor uygulamasi ile osteoartrit yaygmligi arasindaki
baglantiy1 arastiran ¢aligmalar, 1 mg/giin ve tizeri bor alinan yerlerde tahmini artrit
goriilme sikligimin %20-70 oldugunu; 3-10 mg/giin oldugu yerlerde ise insidansin
%0-10 oldugunu bildirmislerdir (Korkmaz vd., 2007). Osteoartrit vakalarinda
sinoviyal sivi ve kemiklerde bulunan bor miktarinin daha diisiik oldugu bildirilmistir
(Helliwell vd., 1996).

Insanlarda bor yoksunlugu ve doygunlugu arastirmalar1 sonucunda eritrosit SOD
aktivitesinin bor ilavesi ile kayda deger sekilde yiikseldigi bildirilmistir (Nielsen,
1994). Hayvan ¢alismalarinin sonuglarina dayanarak arastirmacilar, borun anti-
enflamatuar etkilerinin, oksidatif salgi yapan hiicrelerin (l6kositler) ve dolasim
sistemi disindaki nétrofiller ile istilacilar tarafindan olusturulan asir1 tepkinin
inhibisyonu sayesinde olustugunu varsaymislardir (Scorei vd., 2010). Bor ayrica,
kandaki ve hiicrelerdeki SOD, katalaz ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin
diizeyini yiikselterek serbest radikallerin temizlenmesini de artirir. Yapilan bir
calismada kalsiyum fruktoboratin osteoartrit semptomlari {izerinde olduk¢a olumlu
etkileri oldugu bulunmustur. (Miljkovic vd., 2009). Borun, bitki kaynakli kalsiyum
ile kombinasyon halinde, kalsiyum fruktoborat olarak, insanlarda C reaktif protein
(CRP)’nin kandaki seviyelerini énemli 6l¢iide diistirdiigii gosterilmistir (Scorei ve
Scorei, 2013).
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Bazi bor bilesiklerinin agir metallerin neden oldugu genotoksisite tizerindeki etkilere
iliskin yapilan bir arastirmada; agir metal uygulamalarinin hem kardes kromatid
degisimini hem de mikronukleus insidansimi ve plazmadaki MDA seviyelerini
arttirdig1r ve toplam GSH seviyesi ile antioksidan enzim aktivitelerini diistirdiigii
gosterilmistir. Ayrica, uygulanan bor bilesiklerinin diisiik dozlarda bile agir metallere

bagli genotoksisiteyi belirgin sekilde azalttigi bildirilmistir (Turkez vd., 2012).

Hem hayvanlarda hem de insanlarda beyin elektriksel aktivitesinin degerlendirilmesi,
bor yoksunlugunun beynin elektrik aktivitesinin azalmasimna neden oldugunu
gdstermistir. Insanlarda, bor yoksunlugunun dikkat, kisa siireli hafiza, el becerisi ve

motor hizinda performans azalmasina neden oldugu bildirilmistir (Penland, 1998).

Bor, riboz igeren S-adenosil metiyonin, diadenozin fosfatlar ve nikotinamid adenin
diniikleotid gibi biyomolekiillerin olusumunu ve aktivitesini de etkiler. Bu

biyomolekiiller, ¢cok sayida temel biyokimyasal siirecte rol alir (Nielsen, 2014;

Bolaiios vd., 2004 ).

Bor fosfoinositidler, glikoproteinler ve glikolipidlerle boroester kompleksleri
olusturur.  Glikolipidler, hiicre zar1 biitiinliglini ve islevini etkileyen
biyomolekiillerdir (Wimmer vd., 2009). Fosfoinositidler, lipid kinazlarin
diizenlenmesinde rol oynar (Grabon vd., 2015). Glikoproteinler, hiicre-hiicre
etkilesimlerinde rol oynayan 6nemli integral membran proteinleridir. Tiim 6karyotik
hiicre zarlariin dis yiizeyinde bulunan glikolipidler, ¢ift katli fosfolipid tabakasindan
hiicre disindaki sulu ortama uzanir ve belirli kimyasallar i¢in bir taninma yeri gorevi
goriir, zarin stabilitesini korumaya yardimct olur ve hiicreleri dokulart olusturmak
icin bagka hiicrelere baglar. Bu biyomolekiillerle olusan boroester kompleksleri

sayesinde bor, yukaridaki tiim eylemleri etkiler (Pizzorno, 2015).
Bazi bor bilesikleri histon deasetilaz inhibitorleridir (HDI). HDI’lar, gen

ekspresyonunu degistirme, timor hiicrelerinin  biiylimesini durdurma veya

apopitozunu indiikleme ve normal hiicre farklilasmasini uyarma yeteneklerinden
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dolay1 kanser ve norolojik hastaliklar i¢in potansiyel terapdtik ajanlardir. (Schroeder
ve Westendorf, 2005).

Dogal ve sentetik bor igeren bilesiklerinin antikanser ajanlari olarak kullanimi,
Ozellikle ameliyat edilemeyen kanserlerde ve yiiksek maligniteli kanserlerde artis
gostermistir. Bor bilesiklerinin farkli yollarla kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina ve
fizyolojisine etki ettigi bildirilmistir (Scorei ve Popa, 2010). Diyetteki bor miktar ile
prostat kanseri insidansi arasinda ters oranti oldugu bulunmustur (Cui vd. 2004).
Borik asit, in vitro olarak kanserli insan prostat hiicrelerinin proliferasyonunu
engeller (Gallardo-Williams vd. 2003; Barranco ve Eckhert, 2004). Borun, akciger
kanserini azalttigi bilinen hormon replasman tedavisine benzer sekilde kanser
onleyici etkilere sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Pesatori vd.,20013; Yao vd., 2013).
Boronik asit ve bor iceren fenoksiasetanilit tiirevlerinin de Hipoksi ile Indiiklenebilir
Faktor (HIF) 1’1 biiyiik 6l¢tide inhibe ettigi bildirilmistir (Shimizu vd., 2010). Seker-
borat esterleri, normal hiicrelere gore kanser hiicrelerinin igindeki borat
konsantrasyonunu artirarak, bor tasiyicisi olarak gorev yapar. Artmis hiicre i¢i borat
konsantrasyonu, sadece borat tastyicilarini aktive etmekle kalmaz, ayni zamanda
biiyiime inhibisyonuna ve apoptozise de yol agar. Normal hiicrelerde, saglikli bir
diyette bulunan borat miktari, (1-10 mg/giin), hiicrelerden kolayca
uzaklastirildigindan hiicrede zararli etkiler meydana gelmez. Bu durum seker-borat
esterlerini kansere karsi iimit verici kemopreventif ajanlar haline getirmistir. (Scorei
ve Popa, 2013). Bor bazli ilaglar antikanser, antiviral, antibakteriyel, antifungal ve
diger bazi hastaliklara kars1 terapotik ajanlar olarak kullanilmak iizere
gelistirilmektedir. Aktif bor iceren bortezomib, multipl miyelom ve non-Hodgkin
lenfoma tedavisi igin onaylanmistir (Genadieva-Stavric vd., 2014). Meme,
yumurtalik ve akciger kanserlerini tedavi etmek i¢in kullanilan bir antikanser ilag
olan Paclitaxel’in lenfositler tizerindeki genotoksisitesinin borik asit sayesinde

onlenebilecegi de bildirilmistir (Turkez vd., 2010).

1.2.5. Bora Maruziyet ve Diyet

Memelilerin bora, genellikle borik asit veya boratlar olarak maruz kalmasi, gida ve

suyun agiz yoluyla alinmasi veya bor bilesikleri iceren pestisitlerin kullanimi, bor
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iceren tozlarin solunmasi veya kozmetik, farmasoétik miistahzarlarda bor kullanimi
yoluyla meydana gelir. Bora maruziyetin asil kaynagi 6ncelikle gida ve igme suyudur
(Murray, 1995; Moore, 1997; Hubbard 1998; Fail vd. 1998; ATSDR, 2010). Bor,
insanlar i¢in belirlenmis esansiyel besin maddesi degildir ve hayvanlarda veya

insanlarda bor i¢in spesifik bir biyokimyasal fonksiyon tanimlanmamustir.

Insan diyetinin bilesenlerinden olan borun gidalarla alman miktar1, topraktaki
konsantrasyonuna ve alinan besin ¢esidine bagli olarak degiskenlik gosterir (Nielsen,
1988). Cesitli bitkisel besinler yoniinden zengin bir diyet ile giinde tahmini olarak
1,5-3 mg aras1 bor alinmaktadir. Bitkisel kokenli yiyecekler sebzeler, meyveler, sert
kabuklu yemisler ve baklagiller ile sarap ve bira gibi bitkilerden liretilen fermente
icecekler bor bakimindan zengindir. Avokado, yer fistigi, ve kuru {iziim de yiiksek
miktarda bor igeren gida maddeleridir. Ancak et, balik ve siit {irtinleri gibi hayvansal
gidalar bor agisindan fakir kaynaklardir (Rainey ve Nyquist, 1998; Richold,1998).

Borun yetiskinler i¢in 20 mg/giin’lik bir iist alim diizeyi bildirilmistir (Institute of
Medicine (US) Panel on Micronutrients, 2001). Diinya Saglik Orgiitii giinliik
alinmasi gereken bor miktarmi 1-13 mg olarak belirlemistir (WHO, 1996). Insanlarin
giinde en az 0,2 mg bor ihtiyaci oldugu ve diyetin yaklasik 1-2 mg/giin bor igermesi
gerektigi One siiriilmesine ragmen, borun kemik (Meacham vd.,1994), cinsiyet
steroidleri (Naghii vd., 2011) ve vitamin D (Miljkovic vd., 2009) tizerindeki yararl

etkileri 3 mg/giin’den daha diisiik bor alimlarinda goriilmez.

1.2.6. Borun Farmakokinetigi

Cogu inorganik borat, fizyolojik pH’da seyreltik sulu c¢ozeltide esas olarak
ayrismamis borik asit seklinde bulunur, memelilerin plazmasindaki ana c¢esidin
ayrismamis borik asit olmast muhtemeldir ve doz elemental bor olarak
hesaplandiginda benzer etkilere sahiptir (Culver vd., 1994; Hubbard, 1998; Murray,
1995). Agiz yoluyla alinan bor bilesikleri, sindirim sistemde borik aside
dontstiirtilerek, biiylik kismi borik asit seklinde emilir ve kan yoluyla dokulara

iletilir (Karadag ve Tiirkozii, 2014). Diyetle viicuda alinan borun %84-85’inin idrar
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yoluyla atildigi bildirilmistir (Sutherland vd., 1999; Naghii ve Samman, 1997).
Saglikli, saglam cilt yoluyla emilen borik asit miktar1 ¢ok diisiiktiir, ancak yanik veya
asinmis cilt yoluyla 6nemli miktarlar emilebilir (Moseman, 1994). Bazi ¢alismalar,
inhalasyon yoluyla alinan boratlarin biiyiikk bir yiizdesinin emildigini ileri
stirmiistiir.17 mg/m3 bor trifloriire maruz kalmanin renal toksisite ile sonuclandigi, 6
mg/m3’e maruz kalmanin ise floriir miktarlarinda artisa ragmen toksisiteye neden
olmadig1 bildirilmistir (Rusch vd. 1986). Boraks iiretiminde ¢alisan is¢ilerin, solunan
borun emildigi ve sistemik olarak dagildigi varsayilarak, bir vardiyanin sonunda,
vardiya baglamadan 6ncekine kiyasla, kan ve idrardaki bor konsantrasyonlarinin ¢ok

daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Culver vd., 1994; Garabrant vd, 1985).

Borik asit, insanlarda ve hayvanlarda viicut sivilarina hizla dagilir ve memeli
plasentasini da gegebilir. Bor 28 giin boyunca 61 mg B/kg/giin (9 000 ppm borik asit)
ile beslenen erkek ratlarin bobrek, karaciger, kas, beyin, adrenaller, epididimis,
testisler, seminal vezikiiller ve kanina esit olarak dagilmasina ragmen, yag dokusuna
dagilmamistir (Ku vd., 1991; Moseman, 1994). Borik asidin biiyiik kism1 ilk 24 saat
icinde renal yolla atildigindan (Ku vd., 1991), siirekli maruziyetin ikinci giliniinden
sonra organizmada borik asit birikimi olmaz. Bu durum insanlar i¢in de gecerlidir

(ECHA, 2010).

Inorganik bir kimyasal olan bor, memelilerde metabolize olmaz. Bor-oksijen bagini
kirmak icin gereken yiiksek enerji gereksinimi nedeniyle biyolojik sistemler
tarafindan boratlarin metabolizmas1 miimkiin degildir. Hayvan ve insanlarin boratlara
maruz kalmasi lizerine yapilan ¢aligmalar; kan, dokular ve idrardan sadece boratin
geri kazanildigimi gostermistir (Moseman, 1994; Treinen ve Chapin, 1991;Culver
vd., 1994; Draize ve Kelley, 1959; Jansen vd., 1984; Ku vd., 1991). Yapilan
caligmalar, borik asidin cis-hidroksi gruplarina karst gii¢lii bir afiniteye sahip
oldugunu gostermektedir. Bu durum, hidroksiapatitin cis-hidroksi gruplarina
baglanma nedeniyle borik asitin kemikte daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmasini agiklayabilir. Bu reversible ve konsantrasyona bagli baglanma, borik
asidin biyolojik etkileri i¢in makul bir etki mekanizmas1 da saglayabilir (Murray,

1995).
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Borik asidin insanlarda (Culver vd., 1994; Jansen vd., 1984), tavsanlarda (Draize ve
Kelley, 1959), ratlarda (Ku vd., 1991), ve farelerde (Farr ve Konikowski, 1963) <24
saatlik bir yarilanma omrii ile glomeriiler filtrasyon ile idrar yoluyla degisme

ugramadan hizla atildig1 bildirilmistir.

1.2.7. Borun Toksisitesi

Baz1 arastirmacilar, diyette dogal olarak bulunmasi nedeniyle diisiik diizeyde bor
aliminin sagliga yararl etkileri oldugunu belirtmislerdir ve mikro besin arastirmalari,
borun insanlar ve hayvanlar i¢in gerekli olabilecegini diistindiirmektedir (Hunt, 1998;
Ince vd., 2010; Ince vd., 2014). Buna kars1 bora asir1 maruz kalmanin (genellikle
borik asit veya bor bilesiklerinin kazara veya kasitli olarak yutulmasi yoluyla) 6nemli

olumsuz saglik etkileri ile iligkili olabilecegi kabul edilmektedir (Price vd., 1997).

Boratlarin memelilerde akut toksisitesi tipik olarak diisiiktiir. Test edilen boratlar igin
ratlarda oral LDsy 2000-5000 mg/kg viicut agirligir araligindadir. Hayvanlarda
goriilen akut toksisitenin klinik belirtileri ataksi, konviilsiyonlar ve merkezi sinir
sistemi depresyonudur (Hubbard,1998). Insanlarda bu konu hakkinda sl veri
bulunmaktadir. Baz1 arastirmalara gore, kaza sonucu olusan zehirlenmelerden elde
edilen veriler borik asidin LDsy degerlerinin bebeklerde 2-3 g, ¢ocuklarda 5-6 g ve
yetiskinlerde 15-20 g oldugunu gostermektedir (Moore, 1997; Hubbard, 1998;
Bakirdere vd., 2010; ATSDR, 2010). Aksine, Litovitz vd., (1988) 88 g’a kadar oral
dozlarda, Locksley ve Sweet (1954), 20 g’lik intravenéz dozda bor i¢in oldiiriici

etkiler kaydetmemislerdir.

Borik asit i¢in en diislik letal doz enjeksiyon yoluyla 29 mg/kg, agiz yoluyla 640
mg/kg’dir. 500 mg/giin ve iizeri alimlarda insanlarda halsizlik, bulanti, ishal, karin
agrisi, kusma, sok, merkezi sinir sistemi ve sindirim sistemi bozukluklari, deri

lezyonlar1 ve salg1 bezleri fonksiyon bozukluklar1 goriilmiistiir (Dogan vd., 2015).

Cin’de bor madeni iscilerinde yapilan ¢alismada, ortalama 31,3 mg/giin bora maruz

kalan iscilerde sperm orneklerinde ve reprodiiktif fonksiyonlarda bir olumsuzluk
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tespit edilmemistir (Scialli vd., 2010). Giinliik bor alimi1 Tirkiye’de borik asit
tiretiminde calisan iscilerde, herhangi bir yan etki olmaksizin ortalama 12,6 mg

olarak ol¢iilmiistiir. (Basaran, vd., 2012; Col ve C6l, 2003).

1.2.8. Toksikasyonlara Karsi Bor Bilesiklerinin Kullanim

Yakin zamanli yapilan arastirmalar toksikasyonlarda bor bilesiklerinin yararh
etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir. Tasdemir vd. (2020), ratlarda Lithium
metaborate dihydrate’mm (LMBDH) kadmiyum kloriir (CdCl,) ile indiiklenen
oksidatif strese ve bazi biyoelementlerin dengesizligine karst koruyucu etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismada CdCl, uygulamasinin kontrol grubuna goére kan MDA
diizeyini artirdigini, antioksidan enzim aktivitelerini ve kan GSH diizeyini azalttigin
gostermistir. Buna karsin LMBDH verilmesinin MDA seviyelerini 6nemli 6lgiide

azalttig1 ve SOD aktivitesini arttirdig1 bildirilmistir.

Ratlarda borun siklofosfamid kaynakli mesane hasari ve oksidatif stres tizerindeki
koruyucu etkilerine yonelik arastirmada; siklofosfamid uygulanan grubun
mesanelerinde gegici epitel incelmesi, 6dem, belirgin yangisal reaksiyon ve kanama
gbzlenmis, ayrica Bax ve Caspase-3-pozitif hiicrelerin aktivitesi artarken, Bcl-2-
pozitif hiicre sayis1 azaldigi, 6te yandan, bor-siklofosfamid grubunda, bor mesane
dokusunu korumus ve Bcl-2’yi artirmis, Bax ve Caspase-3’i azalttigi bildirilmistir.
Calisma sonunda borun siklofosfamidle indiiklenen toksisiteye karsi antiapoptotik

etki gosterdigi ifade edilmistir (Ayhanci vd. 2019).

Cikler-Dulger ve Sogut, (2020) ratlarda borik asit uygulamasinin etanoliin neden
oldugu bobrek hasari tizerine koruyucu etkilerini arastirmislardir. Etanol grubuna
gore Etanol + Borik asit grubunda toplam oksidan durum, oksidatif stres indeksi ve
MDA seviyeleri azalirken, toplam antioksidan durum seviyesinin arttigi tespit
edilmistir. Etanol + Borik asit grubunda TUNEL (TdT-mediated dUTP nick-end
labeling) ve caspase-3 aktivitesinin Etanol grubuna gore azaldigi, borik asitin,

etanoliin kronik kullaniminin neden oldugu renal tiibiil hasarina kars1 bir antioksidan
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gorev gordiigi, bu sayede oksidatif hasar1 azaltarak renal tiibiillerde apoptoza karsi

koruyucu etki sergiledigi rapor edilmistir.

Coban vd. (2015), yaptiklar1 bir ¢alismada borun, gidalar yoluyla diisiikk dozlarda
alinsa bile insanlarda oksidatif strese neden olan ve yaygin olarak kullanilan bir
pestisit olan malathiona kronik olarak maruz kalmis hayvanlart korudugunu
bildirmislerdir. Ratlara mide sondas1 yoluyla 100 mg/kg/giin malathion uygulamasi
MDA, nitrik oksit ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) seviyelerini ve
karaciger hasarim1 artirdigi, kan, karaciger, bobrek ve beyin dokularindaki
asetilkolinesteraz seviyelerini diisiirdiigii ve GSH, SOD, ve CAT aktiviteleri azalttig
buna karsin 5, 10 ve 20 mg/ kg/giin bor uygulanmasinin malathion kaynakli oksidatif
stresi, lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitesinin baskilanmasini tersine

cevirdigi bildirilmistir.

Ince vd. (2012), farelerde karbon tetrakloriir (CCly) ile indiiklenen hepatotoksisiteye
kars1 borik asidin koruyucu etkisini arastirmislardir. Calismalarinda borik asit
uygulamasinin, farelerde CCly tarafindan indiiklenen, serum AST, ALP, ALT ve
karaciger MDA seviyesindeki yiikselmeyi onemli lgiide azalttigini gostermislerdir.
Borik asit uygulamasinin karacigerdeki siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin
yani sira glutatyon igerigini de 6nemli 6lgiide artirdigr belirtilmistir. Sonug olarak
borik asidin farelerde CCl, ile indiiklenen karaciger hasar1 iizerinde giiclii
hepatoprotektif etkiler gosterdigini bildirmislerdir. Arstiricinin ayn1 zamanda yaptigi
diger calismalarda ratlarda siklofosfamid (CYC) ve gentamisin kaynakli oksidatif

stres iizerine borun koruyucu etki gosterdigide rapor edilmistir (ince vd. 2014; 2020).

Aflatoksin ve bor ile ilgili yapilan bir in vitro ¢alismada Turkez ve Geyikoglu
(2010), insan tam kan Kkiiltiirlerinde AFB1’e maruziyetin ardindan borik asidin
etkinligini arastirmiglardir. AFB1 uygulamasimin kandaki MDA seviyesini artirarak
antioksidanlarin aktivitelerini dnemli dlglide azalttigini, borik asitin ise AFB1’in
neden oldugu oksidatif hasara karst DNA direncini arttirarak etki gosterdigini
belirtmislerdir.
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Boraksin insan lenfositlerinde aflatoksin B; kaynakli genetik hasara karsi
kemoprotektif etkisi iizerine yapilan diger bir in vitro ¢alismada; boraksin AFB1
tarafindan indiiklenen mikroniikleus ve kardes kromatid degisim olusumlarini inhibe
etme kabiliyeti degerlendirilmistir. Kontrollere kiyasla AFB1 (3 ve 12 ppm)
uygulanan kiiltiirlerde hem kardes kromatid degisim hem de mikroniikleus goriilme
sikligmin arttigi, bununla birlikte, boraks (1, 2 ve 5 ppm) ve AFBL’in birlikte
uygulanmasiin tek basina AFB1 uygulanan gruba kiyasla kardes kromatid degisim
ve mikroniikleus goriilme oranlarinda diisiis meydana getirdigi bildirilmistir.
Calismanin sonunda boraksin, AFB1 kaynakli mikroniikleus ve kardes kromatid
degisimine kars1 %30-50 arasinda koruma sagladigi, hedef dokulardaki AFB1 riskini
azaltabildigi ve toksikasyonlarda erken iyilesme saglayabilecegi ifade edilmistir

(Turkez vd. 2012).

Yapilan bu tez ¢alismasinda, ilk kez in vivo olarak aflatoksin verilen erkek ratlarda
olusan karaciger hasarina karsi borun olast koruyucu etkilerinin belirlenmesi
amaclandi. Bu amagla bazi biyokimyasal parametreler (AST, ALT, ALP), lipid
peroksidasyon (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyleri ile antioksidan enzimlerin
(SOD ve CAT) aktivite tayini ve DNA hasari (ssDNA) belirlendi. Ayrica karaciger
dokusunda apoptotik (Caspase-3, Caspae-8, Caspase-9, Bax, p53 ve, Bcl-2) ve
yangisal sitokinlerin (NFxB ve TNF-a) mMRNA ekspresyon diizeyleri ile karaciger

dokusunun histopatolojik (Hemotoksilen-Eosin) incelemeleri gergeklestirildi.
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2. MATERYAL ve METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Arac ve Gerecler

Cam malzemeler [Erlenmayer (50-100 ml), beher (25-50-100 ml), meziir, tiip]
Cerrahi malzemeler (pens, makas)

Distile su cihazi

Hassas terazi (Precisa 205 ASCS)

Otomatik pipetler (Socorex-Acura 825; 10-100 ul; 100-1000 pul)

Real Time PCR (Applied Biosystems™ StepOnePlus™ Real-Time PCR System)
Santrifiij (Neofuge 13R-Refrigerated Centrifuge-Heal Force Bio)
Spekrofotometre (Shimadzu 1601 Uv-Visible)

2.1.2. Hayvan Materyali

Calismada toplamda 36 adet 200-300 g agirhiginda erkek Sprague Dawley cinsi ratlar
kullanildi. Bu hayvanlar Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden
temin edildi ve ¢aligmanin deneysel asamasi bu merkezde yapildi. Temin edilen
ratlar gruplara ayrildi ve deney siirecine alinmadan once 7 giin siireyle ortama
aligmas1 saglandi. Ratlar %50-55 nem igeren oda sicakliginda (25°C) barindirildi,
ratlara bor igerigi diisiik yem (ICP ile analizi sonucu igerdigi bor miktar1 0,15 mg/kg
olarak tespit edilmistir) ve ad libitum deiyonize su verildi. Giinliik bakimlar1 ve
uygulamalar belirtilen siire icerisinde Ozenle siirdiiriildii. Caligma oncesi Afyon
Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (AKUHADYEK)
caligsma igin 49533702/137 sayi ile onay alindi1 (EK-1).

2.2. Metot

2.2.1. Deneysel Asama
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2.2.1.1. Deneysel Asamanin Planlanmasi ve Uygulanmasi

Deneysel asamada kullanilan AFB1 Acros Organics (Geel, Belgium) ve bor kaynagi
olarak kullanilan borik asit Sigma-Aldrich (MO, USA) firmalarindan temin edildi.
AFB1 (Abdel-Wahhab vd., 2016) ve bor (ince vd., 2020) icin segilen dozlar daha
onceden yapilmis ¢aligmalar incelenerek belirlendi. Hayvanlar her grupta 6’sarli

olacak sekilde 6 gruba ayrildi ve gruplara asagidaki sekilde uygulama yapildi.

Grup I- Kontrol grubu- diisiik bor igeren yem ve deiyonize su verildi.
Grup II- Misir Yagi grubu- 0,5 ml gastrik gavaj ile verildi.

Grup Il1- AFB1 grubu- AFB1 0,125 mg/kg 0,5 ml musir yaginda ¢ozdiiriilerek gastrik

gavaj ile verildi.

Grup IV- AFB1 0,125 mg/kg + Bor 5 mg/kg grubu- AFB1 0,5 ml misir yaginda

cozdiiriilerek ve borik asit ise 0,5 ml suda ¢ozdiiriilerek gastrik gavaj ile verildi.

Grup V- AFB1 0,125 mg/kg + Bor 10 mg/kg grubu- AFB1 0,5 ml misir yaginda

cozdiiriilerek ve borik asit ise 0,5 ml suda ¢ozdiiriilerek gastrik gavaj ile verildi.

Grup VI- AFB1 0,125 mg/kg + Bor 20 mg/kg grubu- AFB1 0,5 ml misir yaginda

¢ozdiiriilerek ve borik asit ise 0,5 ml suda ¢ozdiiriilerek gastrik gavaj ile verildi.

28



Cizelge 2.1. Bor diyetinin hazirlanmasi1 (Bourgeois vd., 2007)

Icindekiler Miktar (g/kg)
Asitle yikanmig misir 743.4
Vitaminden yoksun kazein 140

Trace mineral karigimi® 10
Makromineral karigimi® 25.4

Vitamin karigimi® 4

Misir yagi® 75

DL-alfa tokoferol’ 0.2

Kolin bitartarat® 2

! Asitle yikanmis musir [Misirlar (kg) 2,8 L 2 N HCl ile 30 dk yikanarak, iistteki kisim atildi. Sonrasinda 1,2 L deiyonize su ile 3
kez yikandi, yikama sonrasi 75 °C de 48 saat kurutulmasiyla diyete ilave igin hazir hale getirildi.]

% Kazein

%z element karisimu (g/kg): [Asitle yikanmus musir, 8.497; NaCl, 1.3000; (CH;C0O0),Mn-4H,0, 0.0450; Zn(CHsC0O0),.2H,0,
0.0340; demir silgi, 22 ¢apli, 0.0350; CuSO.5H,0, 0.0240; Na,0sSi.9H,0, 0.0510; NaHAsO..7H.O, 0.0050;
(NH4)sM07024.4H,0, 0.0003; (CH3CO,);Cr3(OH),, 0.0020; NiCl,, 0.0020; NaF, 0.0020; KI, 0.0002; Na;SeO3.5H,0, 0.0005;
NH,VOs, 0.0003; 3.5 g demir tozu (26 mL ¢ift distile suda hazirlanan 6 mol/L HCl ile ¢ozdiiriildii)].

* Makromineral karisimu (g/kg):[ (CHsCO0),Mg.4H,0, 4.4; KCI, 4.0; CaHPO,, 17.0. ]

® Vitamin karisimi (g/kg): [D-dekstroz, 3.7855; inositol, 0.050; nikotinik asid, 0.030; D-pantotenik asid, 0.016; riboflavin,
0.027; tiamin-HCI, 0.010; piridoksin-HCI, 0.015; vitamin Bj, (%0.1’lik mannitoldeki ¢ozeltisi), 0.050; 1-5
dihidroksikolekalsiferol (400,000 1U/g), 0.0025; para-aminobenzoik asid, 0.005; retinil palmitat (500,000 U/g), 0.005; folik
asid, 0.002; D-biotin, 0.001; menadion, 0.001.]

8 Musir yagi

" DL-alfa tokoferol

® Kolin bitartarat

2.2.1.2. Deneysel Asamanin Sonlandirilmasi

2.2.1.2.1. Anestezi asamasi

Ratlar deney asamasi olan 21 giinliik siirenin tamamlanmasindan sonra sakrifiye
edilmeden once 87 mg/kg i.m. ksilazin uygulamasiyla preanesteziye alindi, daha

sonra 13 mg/kg dozunda i.m. ketamin uygulanarak tam anestezi uygulandi.

2.2.1.2.2. intrakardiyak Kan Almm, Sakrifikasyon Ve Alman Orneklerin

Saklanmasi
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Anestezi sonrasinda  goglis  kafesi acilarak  intrakardiyak  olarak
etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) enjektorle 3-5 cc kan alindi. Bunun hemen
sonrasinda servikal dislokasyon yapilarak sakrifikasyon islemi yapildi. Alinan
kanlarin 3000 devirde (10 dakika) santrifiijii yapilarak plazmalar1 ayrild1 ve analizleri
yapilincaya kadar -80 °C de saklandi. Ratlarin sakrifiye edilmesinden sonra daha
once acilmis gogiis kafesi yaninda batin bolgesi cerrahi yontemlerle agilarak
karacigerleri alindi. Dokularin birer parcasi biyokimyasal ile molekiiler incelemeler
i¢cin -80°C de saklanirken diger kisimlar1 histopatolojik takibe alindi. Belirtilen doku
ornekleri alindiktan sonra kalan hayvansal atiklar, tibbi atik tinitesi tarafindan temin
edilen 6zel ambalajlara konularak usuliine uygun yok edilmesi igin tibb1 atik

Unitesine teslim edildi.
2.2.2. Histopatolojik Degerlendirme

Alnan karacigerler histolojik doku takibine hazir hale getirildi. Bu amacla yaklasik
0,5-1 cm? kadar biiyiikliiklerde organin biiyiikliigiine gore farkli bolgelerden 3-5 adet
kiigiik doku 6rnegi alind1 ve doku takip kasetlerine kondu. Hazirlanan bu 6rnekler
fiksasyon igin %10 notral formalin i¢ine kondu. Giinliik olarak degistirilip tazelenen
fiksatif iginde 5 giin siireyle bekletilen doku 6rnekleri bu basamaktan sonra histolojik
olarak klasik doku takibine alindi. Akarsuda 30 dakika bekletilmek suretiyle
tizerindeki fazla formaldehidden arindirilan ornekler daha sonra artan derisimlerde
birer saatlik alkol serilerinden gegirilerek dehidrate olmalar1 saglandi ve bu
basamaktan seffaflastirma icin ksilen i¢ine kondu. Once 30 dakika sonra 1 saat
ksilende tutulduktan sonra dokular 6nce yumusak parafinde her saat degismeli olmak
lizere 3 saat ve son olarak 2 saat sert parafinde tutuldu. Daha sonra dokular yine
parafin ile bloklandi. Parafine gomiilen orneklerden mikrotom aracilifiyla 5 p
kalinliginda alinan kesitler klasik doku degerlendirmeleri i¢in normal lamlara alindi.
Alman kesitler daha sonra boyanmak {izere gruplandirildi. Bu amagla doku tizerinde
mevcut olan/degisen genel histolojik oOzellikleri gorlip degerlendirmek ig¢in
Hematoksilen-Eozin (HE) boyamasi ile boyama yapildi. Boyanan ornekler 1sik
mikroskobu altinda degerlendirilerek dokularda gruplar arasinda goriilen farkliliklar

ve kontrol grubu ile aralarindaki farklar degerlendirildi.
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2.2.3. Lipid Peroksidasyon ve Antioksidan Parametreler

2.2.3.1. Doku Homojenizasyonu

Hazirlanan soguk KH,PO,4 (50mM; PH=7) 0.5 g doku iizerine 5 ml olacak sekilde
ilave edildi. Hem Mekanik ve hem de 20k Hz ultrasonik homojenizator ile
homojenizasyonlar1 yapildi ve 5000 devirde 15 dk santifruj edildi. Elde edilen
slipernatant biyokimyasal analizlerde (MDA, GSH, SOD ve CAT tayininde)
kullanildi.

2.2.3.2. Hemolizat Hazirlanmasi

Plazmalar1 alinan 6rnekler iizerine esit miktarda KH,PO, tampon soliisyonu ilave
edildi ve 3 defa 3000 devirde (5 dk) santrifiij edildi. Sonunda {isteki kisim atild1 ve
esit miktarda KH,PO, tampon ve eritrositlerden 0,5 ml c¢ekilerek ependorflara
aktarildi. Hazirlanan Ornekler analizler yapilincaya kadar -80 °C de saklandi.
Hemolizat i¢in eritrosit paketinden 0,8 ml alind1 ve lizerine soguk distile su eklenerek
hemolizat eldesi saglanmis olunur. Bu hemolizatlar siiperoksit dismutaz ve katalaz

enzim aktivite tayininde kullanildi1 (Winterbourn vd., 1975).

2.2.3.3. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

Aktivite tayini, ortamdaki nitroblue tetrazolium (NBT) indirgemesinin Ornekte
bulunan SOD ile engellenmesi prensibine dayanir. Siiperoksid gruplar1 ksantin
oksidaz enzimi ile reaksiyona girerek maddeyi indirger ve sonugta 560 nm’de
absorbans veren formazon olusur. Ortama ilave edilen enzim siiperoksid gruplarin
dismutasyona ugratir ve NBT indirgeme tepkimesi yavaslar. Sonucta
spektrofotometredeki absorbans degerleri diiser (Sun vd., 1988). Bu aktivitenin

6l¢iimii i¢in agagidaki metot uygulanda.

* Kullanilan Cozeltiler:
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1. Fosfat Tamponlu Tuz ¢o6zeltisi (PSB): 8,06 g NaCl, 0,201 g KCI, 12,636 ¢
Na,HPO4.2H,0, 0,2 g KH,PO,4 bir litre tridistile suda ¢ozilir ve pH’s1t 7,4 e

ayarlanir.

2. Ksantin stok ¢ozeltisi (3 milimol/L): 23 mg ksantin, 50 mI’lik bir balon joje i¢inde
5 ml 0,1 N NaOH ile hafif¢e 1sitilarak ¢oziiliir. Distile su ile 50 ml’ye tamamlanur.

Kullanilacagi zaman 10 kez sulandirilir.

3. EDTA ¢6zeltisi (0,6 milimol/L) : 0,249 g EDTA (dihidrat) bir litrelik balon joje

icinde distile su ile ¢oziiliir ve hacim litreye tamamlanir.

4. Nitroblue tetrazolium (NBT) ¢6zeltisi ( 150 milimol/L) : 12,3 mg NBT 100 ml’lik

bir balon jojede distile su ile ¢oziiliir ve hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanr.

5. NayCOg ¢ozeltisi (400 pmol/L) : 4,2 g Na;CO3 100 ml’lik bir balon jojede distile

su ile ¢oziiliir ve hacim distile su ile 100 mlye tamamlanir.

6. Sigir albiimini ¢ozeltisi (1g/L) : 100 mg sigir albiimini 100 ml’lik balon jojede

¢oziiliir ve hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

7. CuCl; ( 0,8 mmol/L) : 10,7 mg CuCl, 100 mI’lik balon jojede ¢oziiliir ve hacim

distile suyla 100 ml’ye tamamlanur.

8. Ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisi: 20 U/ml aktiviteye sahip ksantin oksidaz enzim

¢ozeltisinden 20 umol alinarak 2 ml 2 M amonyum siilfat ¢ozeltisi ile karistirilir.

9. Reaktif Karigimi: 20 tiipliik bir seri analiz i¢in 100 mI’lik bir erlen igerisine 20 ml
10 kez sulandirilmis ksantin stok ¢ozeltisi, 10 ml EDTA ¢ozeltisi, 10 ml NBT
¢ozeltisi, 6 ml Nap,CO3 ¢ozeltisi ve 3 ml sigir alblimini ¢ozeltisi konur ve iyice

karistirilir.

* Uygulanan metot: Test ve kor tiiplerine asagidaki semada gosterildigi sirayla

cozeltiler ilave edilir. Reaksiyon karisiminin son hacmi 3 ml’dir.
1. Kor ve test isaretli tiiplere 2,45 ml reaktif karisimi konur.

2. Kor tiipiine 0,5 ml bidistile su, test tiipiine 0,5 ml numune konur.
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3. Biitiin tliplere 50 pl ksantin oksidaz konur ve karistirilir.
4. 20 dakika 20 °C de su banyosunda inkiibe edilir.

5. Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplere 1 ml CuCl, eklenerek reaksiyon durdurulur ve

olusan rengin absorbansi1 560 nm de okunur.

6. Bir SOD f{initesi, NBT rediiksiyonunu %350 oraninda inhibe eden aktivite olarak
kabul edilmektedir. Reaksiyon ortaminda bulunan enzim aktiviteleri, bu {inite

cinsinden hesaplanir.

2.2.3.4. Katalaz Aktivite Tayini

Tampon c¢ozelti i¢cinde bulunan H,O, 6rnekte bulunan CAT etkisi ile yikimlanir ve
bunun spektrofotometredeki (570 nm) absorbansinda azalma meydana gelir. Bu
azalma hizi CAT aktivitesi ile orantilidir (Sinha, 1972). Katalaz aktivitesinin

belirlenmesinde asagidaki metot uygulanda.

* Kullanilan Cozeltiler:

Fosfat tamponu; 0,3 g Sodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO,) tartilir ve 1 litreye

tamamlanir.
Hidrojen peroksit (H20; ; %30); 1 ml H,O; alinir ve lizerine 49 ml su eklenir
Potasyum bikromat (K,Cr,07); %5’lik K,Cr,07 den 5 g alinir, 100 ml de ¢ozdiiriiliir.
Glasiyel asetik asit
Dikromat soliisyonunun hazirlanmasi:

%5 lik K,Cr, Oy iml }bunlar 1:3 oraninda karistirilir

Glasiyel Asetik Asit 3ml

Numune hazirlama
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Doku homojenatt i¢in: 10 pl numune 490 pl distile su karigtirilir
Eritrosit lizat1 i¢in: 5 pl numune 95 pl distile su karigtirilir
* Uygulanan metot:

1. 0,1 ml hazirlanan diliie numune ependorf tiipe konulur. Koér i¢cin numune

yerine distile su konulur
2. Uzerine 0,1 ml Fosfat Tamponu (0,01 M) eklenir
3. Uzerine 0,5 ml H,0, eklenir
4. Uzerine 0,1 ml dikromat soliisyonu eklenir
5. 10 dakika kaynar su banyosunda bekletilir
6. 570 nm de distile suyla sifirlanarak okunur.

2.2.3.5. Malondialdehit (MDA) Aktivite Tayini

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan MDA miktari tam kanda Draper ve Hardley
(1990)’in ¢ift kaynatma yontemi ile belirlendi. Metot MDA’ ’nin TBA ile reaksiyona
girmesi ve 532 nm dalga boyunda absorbans vermesi prensibine dayanmaktadir.

MDA tayini i¢in asagidaki metot uygulandi.

* Kullanilan Cozeltiler:

%10’luk Triklorasetik asit (TCA): 10 g TCA 100 ml distile suda ¢ozdiiriiliir.

% 0,8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA): TBA o6nce 1 g NaOH 500 ml. dH,Oda
¢ozdiiriiliir. 4 g TBA 500 ml’lik NaOH ¢dzelitisinde ¢ozdiiriiliir.

* Deneyin Yapilist:
0,5 ml erirosit paketi iizerine 2,5 ml %10’luk TCA eklendi. Iyice karigtirildiktan
sonra 10 dk kaynatildi. Hemen sogutuldu ve 10 dk 4000 rpmde santrifiij edildi. Elde

edilen berrak homojenizatttan 2 ml temiz bir deney tiipiine alinarak {izerine %0,8’lik
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TBA eklendi. 10 dk kaynatilarak tekrar buzlu su ig¢inde sogutuldu. Pembe renkli
kismin 532 nm de adsorbansi distile suya kars1 dl¢iildii.

Dokulardaki MDA miktar1 Ohkawa vd. (1979)’nin metoduna gore belirlendi.

* Kullanilan Cozeltiler:

1. 50 mM KH,POQOy: 3,4 g KH,PO4 500 ml’ye tamamlanir.

2. Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi: %8,1 lik SDS 2,02 g SDS 250 ml distile suda

¢cOzdiirtliir.
3. Glasiyel asetik asit: %20’lik glasiyel asetik asit 500 ml hazirlanir.

4. % 0,8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA): TBA once 1 g NaOH 500 ml. dH,O’da
¢ozdiiriiliir. 4 g TBA 500 ml’lik NaOH ¢ozelitisinde ¢ozdiiriiliir.

5. N butanol pirin karisim1: 750 ml n- butanol 50 ml piridinle karistirilir.

* Uygulanan metot:

0,2 ml siipernatant bir tiipe konur. Uzerine sirasiyla; 0,2 ml % 8,1 lik SDS, 1,5 ml %
20 lik glasiyel asetik asit, 1,5 ml %0,8 lik TBA konur ve 0,6 ml distile suyla
karistirilir. 1 saat 95°C de kaynatilir. Hemen sogutulur. Uzerine 1 ml dH,0 + 5 ml n-
butanal piridin kanistirtlip c¢alkalanir. 4000 rpm 10 dakika santifuj edilir. Organik

kisim atilir. Pembe renkli kismin 532 nm.de adsorbansi ol¢iiliir.

Hesaplama: Numune Absorbanst X std kalibrasyonundan elde edilen deger= ....

mmol/L

2.2.3.6. Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

Yontemde 5-5-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) siilfidril bilesikleri ile
tepkimeye girer ve disiilfit bilesigi sar1 renkli bir kompleks yap1 olusur. Bu bilesigin
absorbansi spektrofotometrede (412 nm) okunarak GSH miktar1 saptanir (Beutler

vd., 1963). Dokularda ve eritrosit paketinde GSH tayini asagidaki metotla yapildu.
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Kullanilan Cozeltiler:

Coktiiriicii: 5 g. metafosforik asit+ 1 g EDTA+90 g NaCl 300 ml dH,Oda

¢Ozduriiliir.

Fosfat ¢ozeltisinde 0,3 M Nay,HPO,4: 40,02 g Na;HPO,4.7H,O 500 mit. dH,Oda

cozdiiriliir.
DTNB; 40 mg DTNB 100 ml’lik Na sitrat ¢ozeltisiyle ¢ozdiirtiliir.

GSH standardi: 10 mg GSH, 25 ml dH,Oda ¢oziiliir.

Uygulanan metot:

* (0,2 ml doku homojenizati1 ya da tam kan alinir.
* Uzerine 3 ml ¢oktiiriicii ile karistirilir. 5 dk beklenir
* Daha sonra adi siizge¢ kagidindan siizdiirtliir.

* 2 ml filtrat bagka bir tiipe almir. Uzerine 8 ml fosfat pamponu (ya da 1 ml filtrat+ 4

ml fosfat tamponu).

* Uzerine 0,5 ml DTNB ayiraci katilir. Tyice karistirilir.

* Daha sonra 412 nm de 10 dakika icerisinde degerlendirilir.

* Standart tiiptinde doku homojenizati yerine 0,2 ml GSH standardi kullanilir.

* Kor tiipiine 2 ml distile su + 3 ml ¢oktiiriicii konur. Adi siizge¢ kagidindan filtre

edilir.

* Kor: 2 ml distile su+ 3 ml ¢oktiiriicii; Standart:0,2 ml GSH Standardi+ 1,8 ml

distile su + 3 ml ¢oktiiriicii iyice karigtirilir,

Hesaplama (mg/dl): Numune Absorbansi X 40 /Standartin Absorbansi
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2.2.3.7. Protein Ol¢iimii

Proteinlerdeki peptid baglari ile bakir iyonu (Cu*?) alkali ortamda bir kompleks
olusturur ve Cu' indirgenir. Indirgenmis kompleksin yan zincirinde yer alan
aminoasitler(Tyr, Trp ve Cys) Folin-Fenol reaktifini indirger ve renk olusumuna
neden olur. Bu rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve
spektrofotometrik olarak 660 nm de oOl¢iilmesi ile miktar belirlenir (Lowry vd.,

1951).

Uygulanan yontem:

1. Ornek ve standart tiiplerine 1 ml homojenizat ¢dzeltisi ve standart ¢dzeltiler, kor

tiipiine de 1 ml saf su koyulur.

2. Tim tiiplere 3 ml C reaktifi eklenir. (C reaktifi 100:1 oraninda A ve B reaktifi
karisimindan olusturulur. A reaktifi %2 Na,COs, %1 NaOH, %0.16 Na-tartarat; B
reaktifi ise %4 CuSQO4.5H,0 dir)

3. Oda sicakliginda 30 dakika bekletilir.

4. Tum tiiplere 300 ml Folin-Fenol reaktifi vortekslenerek eklenir.
5. Oda sicakliginda 45 dakika bekletilir.

6. Absorbanslar 660 nm de kore karsi okunur.

7. Protein miktarlart olusturulan standart kalibrasyon grafiginden yararlanarak

hesaplanir.

2.2.3.8. Kanda Hemoglobin Diizeyinin Belirlenmesi

Hemoglobindeki demirin yiikseltgenmesi (Fe*? ferrisiyaniir tarafindan Fe'¥e
yiikseltgenir) ile hemoglobin methemoglobine doniisir. KCN eklenmesiyle
methemoglobin siyanomethemoglobine ve bunun absorbansi 540 nm de ol¢iilerek

miktar belirlenir (Drabkin ve Austin, 1935).
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Reaktifler:

Drabkin ¢ozeltisi: Sirastyla 0,2 g potasyum ferrisiyaniir (KsFe[CN]g), 0,05 g KCN ve
1 g NaHCOs distile suda ¢oziiliir ve 1 litreye tamamlanir. Reaktifler 4 °C da koyu

renkli cam sisede tutulmalidir. Bu kosullarda ¢ozelti en az 4 ay dayanir.

Siyanomethemoglobin standardi (Std): Bilinen konsantrasyonda hemoglobin

cozeltisi (g/dl) kullanilir.

Uygulanan yontem:

Spektrofotometre 540 nmye ayarlanir. Tipler; kor, standart ve numune olarak
isaretlenir. Tiim tiiplere 6 ml Drabkin ¢ozeltisi koyulur. Standart tiipiine 0,02 ml
standart ¢6zeltisi, kor tiiptine 0.02 ml distile su koyulur. Kan numunesinden 0,02 ml
numune tliptine koyulur. Tipler hiicre lizisinin (hiicre membraninin biitiinliigiiniin
bozularak hiicrenin parcalanmasi) olugsmasi ve hemoglobinin siyanomethemoglobine
donlismesini saglamak i¢in kanistirilir ve 5 dk bekletilir. Kor c¢ozeltisi ile
spektrofotometre 0 noktasina ayarlanir. Standart tiipii spektrofotometrede Slgiiliir ve
absorbans1 okunur (StdOD). Numune tiipliniin absorbansi Olgiiliir ve kaydedilir
(NmOD).

Hesaplama: Hb konsantrasyonu (g/dl) = (NmOD x Std konsantrasyonu) / StdOD

2.2.4. Biyokimyasal Parametreler
Alman plazma 6rneklerinde AST, ALT ve ALP miktarlar temin edilen ticari kitlerle
(Human, Max-Planck-Ring, Wiesbaden Germany) spektrofotometrik olarak

belirlendi. DNA hasarmnin belirlenmesi ise ticari olarak temin edilen ELISA Kiti
(ABP/N014-iQuant™ ssDNA Assay KiT) ile gerceklestirildi.
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2.2.5. Molekiiler Analizler

2.2.5.1. RNA izolasyonu, RNA’larin Kalite Kontrolii, DNaz Uygulamas1 ve
cDNA Eldesi

Uygulama sonrasinda ratlardan alinan karaciger Ornekleri RNAlater igerisine
(ThermoFisher Scientific) alinarak -80°C’de uygulama yapilana kadar saklandi.
RNA izolasyonu i¢in -80°C’den c¢ikartilan dokular GeneJet RNA Purifikasyon Kiti
(ThermoFisher Scientific) ile yapildi. RNA’larin kalitesi ve miktar1 Multiskan™ FC
Mikroplate Fotometre (Thermo) cihazinda A260/A280 UV dalga boylarinda
dlgiilerek belirlendi. Izole edilen RNA’lar cDNA eldesi igin toplamda 1pg olacak
sekilde hesaplanarak kullanildi. RNA’lardan DNA’y1 uzaklastirmak icin DNaz I
(Thermo Scientific) eklenip ve DEPC (dietil pirokarbonat) ile toplam hacim 10 pl’ye
tamamlandi ve 30 dk 37°C ve 10 dk 65°C’de inkiibasyona birakildi. DNaz I
uygulanan RNA’dan RevertAid H Minus Single Strand cDNA Sentez Kit (Thermo
Scientific) yardimiyla cDNA elde edildi.

2.2.5.2. Primer Tasarimi

Deneyde kullanilan tasarladigimiz primerler Rattus norvegius’a 6zgii (NCBI) -
aktin, p53, Bcl-2, Caspase-3, Caspase -8, Caspase -9, NFxB, TNF-a ve Bax
genlerine ait mRNA dizileri kullanilarak ve FastPCR 6.0 (Kalendar vd., 2009)
bilgisayar paket programindan yararlanilmis ve kontrol edilmistir. Primer dizileri,

toplam baz uzunluklar1 ve gen bankasi numaralar1 Cizelge 2.2.’de verilmistir.
2.2.5.3. Real-time PCR

Ratlarin karaciger dokularindan alinan o6rneklerde secilen genler ve housekeeping
gen (p-Aktin) ekspresyonu real-time PCR cihazinda incelenmistir. Amplifikasyon
isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi (Ct)
degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi

degisimleri 2724C metodu ile hesapland1 (Pfaffl, 2001). Bu hesaplamada;

AA —
Ct= (Cthedef gen — Ctbeta aktin)denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta aktin)kontrol grubu
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formiiliinden yararlanildi. Hesaplanan deger her bir gen i¢in 224! formiiliinde yerine
konularak mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde
belirlendi. Endojen kontrol olarak g-aktin geni kullanildi ve her bir 6rnege ait S-aktin
gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon)

uygulandi.

Cizelge 2.2. Molekiiler analizler i¢in kullanilan genler, oligoniikleotid dizilimleri, boyutlar
ve gen bankasi numaralari

Uriin Gen Bankasi
Genler Oligoniikleotid dizilimi boyutu
(bp) Numarasi
_ F GAGGGAAATCGTGCGTGACAT 452 NC_005111.4
BAKN B ACATCTGCTGGAAGGTGGACA
F  TGCAGAGTTGTTAGAAGGCCCA 397  NM_030989.3
= R  GTCACCATCAGAGCAACGCTC
F  ACCCTGAAATGGGCTTGTGTA 427 NM_012922.2
e R GCCATATCATCGTCAGTTCCAC
F GGGTATGATAACCGGGAGATCG 508  NM_016993.1
Bel-2 R  ACTCAGTCATCCACAGAGCGA
F  TCCCCAAGCCAGCACCCCAGC 334  NM_199267.2
e R  GGCCCCCAAGTCTTCATCAGC
F  TTGCTGAACGTCTGGGCAACG 502 NM_022277.1
Caspase-8 o TCGTCGATCCTTCCCAGCAAGC
F  AGAAACACCCAGGCCGGTGGA 327  NM_031632.1
Caspase-d o ACCACGAAGCAGTCCAGGGCAC
F CGAGTGACAAGCCCGTAGCC 368  NM_012675.3
TNF-a o GGATGAACACGCCAGTCGCC
F  AGGACGCATCCACCAAGAAGC 363  NM_017059.2
Bax R  CAGTGAGGACTCCAGCCACAA
R  CTTCACTCTTGACTGCCGGGA

2.2.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin SPSS (Statistical Package for the Social Sciences ver. 22.0
SPSS Inc, Chicago Illinois, USA ) programi kullanildi. Sonuglar ortalama + standart
hata olarak verildi. Istatistiksel analiz 6ncesinde verilerin normal dagilim kalibina
uygunluk testi yapildi ve verilerin normal dagilim igerisinde oldugu belirlendi.

[statistiksel analiz icin gruplar arasi karsilastirmada tek yonlii varyans analizi (One
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way ANOVA) ve onemliliklerin belirlenmesinde post-hoc Duncan testi kullanildi. P
< 0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. AST, ALT ve ALP Diizeyleri Uzerine Etkisi

Ratlarin plazmalarindan 6Slgiilen AST (Sekil 3.1) , ALT (Sekil 3.2) ve ALP (Sekil
3.3) degerlerinin kontrolle kiyaslandiginda aflatoksin grubunda en yiiksek seviyede
oldugu belirlendi (p<0,001). Buna karsin AFB1 ile birlikte bor verilen gruplarda
artan dozlara bagh olarak bu yiiksek degerlerin azaldig1 gozlendi (p<0,001). Ayrica,
bu degerlerin kontrolle karsilagtirildiginda yag grubunda 6nemli bir fark meydana
getirmedigi belirlendi (p>0,05).

AST
250+
a Ea Kontrol
200- T a2 = Yay
= AFB1
1504
< AFB1+Bor 5
= d d
100+ BEa AFB1+Bor 10
50- Ea AFB1+Bor 20
0 T

Sekil 3.1. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFB1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin plazma AST diizeyleri iizerine etkisi. **“® farkli harfler istatistiksel
acidan 6nemlidir (p<0,001).
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ALT

150+
a Ea Kontrol
T "
E= Yag
100 31 AFB1
S AFB1+Bor 5
C
sod o= =3 AFB1+Bor 10
=3 AFB1+Bor 20
0 T

Sekil 3.2. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin plazma ALT diizeyleri iizerine etkisi. ** farkli harfler istatistiksel
acidan 6nemlidir (p<0,001).

ALP
2007 Ea Kontrol
| a = Yag
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Sekil 3.3. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin plazma ALP diizeyleri iizerine etkisi. abed: farkl harfler istatistiksel
acidan 6nemlidir (p<0,001).

3.2. MDA ve GSH Diizeyleri Uzerine Etkisi
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Ratlarin tam kan ve karaciger dokularinda 6l¢iilen MDA degerlerinin (Cizelge 3.1.)
kontrolle kiyaslandiginda aflatoksin grubunda en yiiksek seviyede oldugu belirlendi
(p<0,001). Buna karsin AFBI1 ile birlikte bor verilen gruplarda artan dozlara bagh
olarak bu yiiksek degerlerin azaldigi gozlendi (p<0,001). Ayrica, bu degerlerin
kontrolle karsilagtirildiginda yag grubunda 6nemli bir fark meydana getirmedigi
belirlendi (p>0,001). Bununla birlikte GSH degerlerinin (Cizelge 3.2.) AFB1
uygulamasi sonucu azaldig1 gozlenirken (p<0,001), AFB1 ile birlikte artan dozlarda
bor uygulamalarinin azalan GSH diizeylerini artirdigit ve kontrole yaklastirdigi
belirlendi. Yag grubunda ise bu degerlerin kontrolle karsilastirildiginda anlamli bir

fark olusturmadig tespit edildi.

Cizelge 3.1. Erkek ratlarda aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg
miktarlarinda uygulanan borun tam kan ve karaciger dokularinda MDA diizeyi {izerine

etkisi.

Gruplar Kan Karaciger
(nmol/ml) (nmol/g doku)
Kontrol 6,81 +0,43° 2,54 +0,15°
Yag 7,81 +0,99° 2,66 + 0,34°
AFB1 21,03 + 3,96° 13,07 + 1,99°
AFB1 + Bor 5 19,82 + 2,992 11,11 + 1,29°
AFB1 + Bor 10 12,73 + 3,32° 9,13 +0,83°

AFB1 + Bor 20

8,66 + 1,13°

6,03 + 0,92¢

Ortalama + standart sapma; n=6
abede: Ay siitunda farklt harfleri tagtyan degerler istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,001).

Cizelge 3.2. Erkek ratlarda aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg
miktarlarinda uygulanan borun tam kan ve karaciger dokularinda GSH diizeyi lizerine etkisi

Gruplar Kan Karaciger
(nmol/ml) (nmol/g doku)
Kontrol 53,42 + 4,252 41,34 +7,29%
Yag 50,40 + 4,41%° 40,86 + 5,54°
AFB1 26,91 + 3,96° 14,53 + 2,47°
AFB1 + Bor 5 39,13 + 5,28° 18,73 + 2,44°
AFB1 + Bor 10 43,93 + 6,62 29,99 + 3,16°
AFB1 + Bor 20 47,28 + 8,72% 30,65 + 5,30°

Ortalama + standart sapma; n=6
abed Ayny siitunda farkli harfleri tagtyan degerler istatistiksel olarak énemlidir (p<0,001).
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3.3. SOD ve CAT Diizeyleri Uzerine Etkisi

Ratlarin eritrosit ve karaciger dokularinda Ol¢iilen SOD (Cizelge 3.3) ve CAT
(Cizelge 3.4.) enzim aktivite degerlerinin kontrolle kiyaslandiginda AFBI1 verilen
grupta en diisiik seviyede oldugu (p<0.001), AFB1 ile birlikte artan dozlarda bor
verilen gruplarda ise bu azalan degerlerin arttig1 belirlendi (p<0,001). Ayrica, bu
degerlerin kontrolle karsilastirildiginda yag grubunda énemli bir degisiklik meydana
getirmedigi belirlendi (p>0,05). Bununla birlikte CAT degerlerinin (Cizelge 2) AFBI
uygulamasi sonucu azaldig1 gozlenirken (p<0,001), AFBL1 ile birlikte artan dozlarda
bor uygulamalarmin azalan CAT degerlerini artirdigt ve kontrole yaklastirdigi
belirlendi. Yag grubunda ise bu degerlerin kontrolle karsilastirildiginda anlamli bir

fark olusturmadig tespit edildi (p>0,05).

Cizelge 3.3 Erkek ratlarda aflatoksin B1 (AFB1) ve AFB1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg
miktarlarinda uygulanan borun tam kan ve karaciger dokularinda SOD aktivitesi {izerine
etkisi

Gruplar Eritrosit Karaciger
(U/gHDb) (U/ng protein)
Kontrol 31,77 £ 5,60° 7,56 + 0,97
Yag 30,95 + 4,33° 7,40 + 0,522
AFB1 9,11 + 0,89" 1,94 +0,67°
AFB1 + Bor 5 12,17 + 2,03¢ 3.83+£0,91°
AFBL1 + Bor 10 18,77 £2,12° 5,49 +0,45°
AFB1 + Bor 20 24,79 + 3,85" 6,11 0,67

Ortalama + standart sapma; n=6
abed Ayny siitunda farkli harfleri tagtyan degerler istatistiksel olarak énemlidir (p<0,001).
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Cizelge 3.4. Erkek ratlarda aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg
miktarlarinda uygulanan borun tam kan ve karaciger dokularinda CAT aktivitesi {izerine
etkisi

Gruplar Eritrosit Karaciger
(U/gHDb) (U/ng protein)
Kontrol 58,51 + 4,752 12,75+ 1,712
Yag 57,49 + 5,25° 12,08 + 1,782
AFB1 18,88 + 3,66° 5,48 £ 0,80°
AFBL1 + Bor 5 33,49 + 5,42° 7.85+0,91¢
AFB1 + Bor 10 44,15 + 5,19° 8,18 + 0,96%
AFB1 + Bor 20 51,47 +5,89" 9,47 + 0,84°

Ortalama + standart sapma; n=6
abede Avny siitunda farklt harfleri tagtyan degerler istatistiksel olarak énemlidir (p<0,001).

3.4. Yangsal ve Apoptotik Gen Ekspresyonlari ile DNA Kiritlimn Uzerine Etkisi

AFB1 uygulamasi sonucunda ratlarin karaciger dokusunda apoptotik gen
ekspresyonlarindan Bax (Sekil 3.4), Caspase 3 (Sekil 3.5), Caspase 8 (Sekil 3.6),
Caspase 9 (Sekil 3.7), ve p53 (Sekil 3.8) mRNA ekspresyon diizeylerinin arttigi ve
buna kars1 antiapoptotik gen olan Bcl-2’nin (Sekil 3.9) mRNA ekspresyonun azaldigi
tespit edildi (p<0.001). Yangisal siirecte etkili genler olan TNF-a (Sekil 3.10) ve
NFxB (Sekil 3.11) mRNA ekspresyon diizeylerinin AFB1 uygulamas: ile arttig
belirlendi (p<0,001). AFB1 uygulamasi ile birlikte 5, 10 ve 20 mgB/kg dozlarda bor
uygulamasinin AFBI ile uyarilan bu gen ekspresyonlarimi diizenledigi tespit edildi.
Ayrica, kontrol grubu ile karsilastirildiginda yag grubundaki hayvanlarin karaciger
dokusunda bu genlerin mMRNA ekspresyon diizeylerinde bir degisikligin olmadig:

gbzlendi.

Calisma sonunda her bir deney grubundan alinan kanlardan ssDNA ng/ul olarak
Ol¢iildii ve ssDNA orant % olarak degerlendirildi (Sekil.3.12). Deney gruplar
arasindaki DNA kirilim hasar1 incelendiginde en yiikksek DNA hasarimin AFBI1
uygulanan grupta oldugu ve borun artan dozuna bagli olarak AFBI1 ile olusan DNA
kirtlimini azalttig1 belirlendi (p<0,05).
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Sekil 3.4. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin karaciger dokusunda Bax’in mRNA ekspresyon diizeyleri iizerine
etkisi. **°% farkl harfler istatistiksel agidan nemlidir (p<0,001).
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Sekil 3.5. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin karaciger dokusunda Caspase 3’iin mRNA ekspresyon diizeyleri
iizerine etkisi. **% farkl harfler istatistiksel agidan énemlidir (p<0,001).
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Sekil 3.6. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFB1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin karaciger dokusunda Caspase 8’in mRNA ekspresyon diizeyleri
iizerine etkisi. > farkli harfler istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0,001).
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Sekil 3.7. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin karaciger dokusunda Caspase 9’un mRNA ekspresyon diizeyleri
iizerine etkisi. **% farkl harfler istatistiksel agidan énemlidir (p<0,001).
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Sekil 3.8. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFB1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin karaciger dokusunda p53’iin mRNA ekspresyon diizeyleri iizerine
etkisi. **°% farkl harfler istatistiksel agidan nemlidir (p<0,001).
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Sekil 3.9. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin karaciger dokusunda Bcl-2’nin mRNA ekspresyon diizeyleri
lizerine etkisi. **% farkli harfler istatistiksel agidan énemlidir (p<0,001).
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Sekil 3.10. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin karaciger dokusunda TNF-o’nin mRNA ekspresyon diizeyleri
{izerine etkisi. **% farkl harfler istatistiksel agidan énemlidir (p<0,001).
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Sekil 3.11. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin karaciger dokusunda NFxB’nin mRNA ekspresyon diizeyleri
iizerine etkisi. **% farkl harfler istatistiksel agidan énemlidir (p<0,001).
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Sekil 3.12. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin karacier dokusunda ssDNA diizeyleri iizerine etkisi. **¢ farkli
harfler istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0,05).

3.5. Karaciger Dokusunda Histopatolojik Degisiklikler

Ratlarin  karaciger dokusunun H-E boyamasi ile yapilan histopatolojik
degerlendirmesi Resim 3.1°te gosterildi. AFB1 verilen ratlarin karaciger dokusunun
histopatolojik incelemesinde, perisentral bolgedeki hepatositlerde dejeneratif ve
mononiikleer hiicre infiltrasyonu alani, ¢ift ¢cekirdekli hepatosit olusumlar1 ve remark
kordon yapisinda bozulmalar gozlendi. AFBI ile birlikte, 5, 10 ve 20 mgB/kg bor
uygulamasi yapilan gruplarda ise bu degisimlerin artan bor uygulamalarma baglh
olarak azaldig1 belirlendi. Ayrica yag verilen gruptaki hayvanlarin karacigerlerinde
herhangi bir histopatolojik degisiklik saptanmadi. Ayrica Cizelge 3.5’te karaciger

histopatolojisinin istatistiksel degerlendirmesi gosterildi.
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Resim 3.1.Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda
uygulanan borun ratlarin karaciger dokusu iizerine etkisinin histopatolojik degerlendirmesi.
Al. Kontrol, A2. Yag, A3. AFB1, A4. AFB1+ 5 mgBor/kg, A5. AFB1+ 10 mgBor/kg, A6.
AFB1+ 20 mgBor/kg Kalin ok: Perisentral bolgedeki hepatositlerde dejenetratif
degisiklikler, ince ok: Remark kordon yapisinda bozulma; kivrimli ok: Perisentral bdlgede
mononiikleer hiicre infiltrasyonu alani; okbasi: Cift c¢ekirdekli hepatosit olusumlarini
gostermektedir.
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Cizelge 3.5. Aflatoksin B1 (AFB1) ve AFBL1 ile beraber 5, 10 ve 20 mg/kg miktarlarinda uygulanan borun rat karaciger histopatolojisinin istatistiksel

degerlendirmesi.

Histopatolojik Bulgu Kontrol Yag AFB1 AFB1+Bor5 AFB1+Bor10 AFB1+Bor20  “P” DEGERLERI

Remark kordon b
0,00+0,00°  0,00+0,00° 1,60+0,55% 1,40+1,08 0,55+0,60° 0,18+0,45° 0,000
yapisinda bozulma

Cift ¢ekirdekli hepatosit

0,00£0,00°  0,00+0,00° 2,27+0,41% 1,42+0,85° 0,72+0,87° 0,37+0,56° 0,000
olusumlari

53



4. TARTISMA

Karaciger iizerinde toksik etki gosteren AFB1, bu durumun belirlenmesinde 6nemli
belirtecler olan AST, ALT ve ALP diizeylerinde artis meydana getirmektedir (El-
Bahr, 2015). Bu durum ayrica AFB1 verilen ratlarda yapilan 6nceki ¢calismalarin (El-
Agamy, 2010; Sharma vd, 2011; Karaca vd., 2019; Yilmaz vd., 2017) bulgularinda
da ifade edilmektedir. Yapilan c¢alismada, oral olarak uygulanan AFB1 rat
karacigerinde ALT, AST ve ALP aktivitelerinde artisa neden olmustur. Bu sonuglar
AFB1’in karaciger hasart meydana getirdigini ve karacigerin islevsel bozuklugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, AFB1 uygulanan ratlarda oral bor uygulamasi
sadece AFBI1 verilen ratlara kiyasla belirtilen transaminaz enzim aktivitelerinde
belirgin bir iyilesme meydana getirdi. Bu durum dokular iizerinde koruyucu etkisinin
oldugu belirtilen borun (Ince vd., 2012; 2014), AFB1 ile olusan karaciger hasarina
karsi da koruyucu etkisinin oldugunu ve bu enzim parametrelerini normale

yaklastirdigini géstermistir.

Karaciger lizerinde giiclii bir toksik ve karsinojenik etki gosteren AFB1 oksidatif
hasarin ana belirteglerinden biri olan lipid peroksidasyon ve GSH diizeyleri ile
antioksidan enzim aktiviteleri tizerinde 6nemli bir rol oynamaktadir (El-Bahr, 2015;
Abdel-Daim vd, 2021; Karaca vd., 2019; Yilmaz vd., 2017). Fischer 344 ratlarinin
karacigerinde ~AFB1 tarafindan lipid peroksidasyonunun indiiklenmesinin
arastirildigi bir ¢alismada; 100 pg/100 g dozda periton i¢i AFB1 uygulamasindan bir
giin sonra karaciger homojenatinda MDA ve konjuge dienlerde bir artisin oldugu,
artisin uygulamadan 3 giin sonra en yiiksek seviyeye ulastigi ve 14 giine kadar
yiiksek bir seviyede kaldig: belirtilmistir. Caligmada ayrica, selenyum (6 ppm 6 hafta
stiresince), E vitamini (30 mg/100 g, 5 gilin) ve spesifik bir demir selatorii olan
deferoksamin (1 mg/100 g, AFB1 uygulamasindan 30 dakika 6nce periton igi) ile
uygulamalarin karaciger hiicre hasarinin yani sira lipid peroksidasyonu da 6nemli
Ol¢iide inhibe ettigi bildirilmistir. Calismanin sonunda AFB1’in rat karacigerinde
lipid peroksidasyona neden oldugu ve bunun AFB1’in neden oldugu oksidatif ve
hiicresel hasarlar ve sonunda tiimor olusumuna yol acan DNA hasarinin altin1 ¢izen
mekanizmalardan biri olabilecegi vurgulanmistir (Shen, vd.,1994). Ratlara AFB1’in
50 pg/kg dozda haftada iki kez 14 giin siiresince verildigi caligsmada kontrole kiyasla
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AFB1 uygulanan hayvanlarin karaciger ve bobrek dokularinda GSH konsantrasyonu
ve GPx, SOD ve CAT aktivitelerinde kayda deger diisiislerin yan1 sira MDA ve
nitrik oksit (NO) diizeylerinde dikkate deger artislarin fark edildigi ve bu sonuglar ile
oksidatif stresin olustugu bildirilmistir. Ayrica ¢alismada suda yasayan kahverengi
alglerden ekstrakte edilen suda ¢oziiniir siilfatlanmis bir polisakkarit olan fucoidanin
AFBL ile birlikte 100 ve 200 mg/kg olacak sekilde 14 giin verilmesinin AFB1’in
olusturdugu oksidatif hasar1 engelledigi rapor edilmistir (Abdel-Daim vd., 2021)
AFB1’nin 0,5 mg/kg dozda 7 giin oral olarak ratlara verilmesinin karaciger
dokusunda olusturdugu oksidatif hasar ile 5 mg/kg miktarda likopenin AFBI1 ile
birlikte verilmesine baglanip 15 giin siiresince uygulanmis ve likopenin bu hasara
kars1 koruyucu etkisi arastirilmistir. Calismada AFB1 grubunun karaciger dokusunda
MDA diizeyinde anlamli artis, GSH diizeyinde ve antioksidan enzim aktivitelerinde
anlaml diizeyde azalma gozlenmistir. Likopenin ise antioksidan 6zelliginden dolay1
MDA diizeyinde azalma ve GSH ile antioksidan enzim aktivitelerinde artis meydana
getirdigi saptanmustir (Karaca vd., 2019). Wistar-Albino ratlara 2,5 mg/kg tek doz
AFB1 uygulamasina kars1 olusan oksidatif stresin Vit E’nin 100 mg/kg dozda 20 giin
uygulamasi ile engellenmesine yonelik yapilan c¢aligmada; AFB1 uygulamasinin
artan MDA seviyesi ve azalan GSH seviyesi, GST, CAT, GSH-Px, SOD ve glikoz-6-
fosfat ile oksidatif strese neden oldugu belirtilmistir. Ayrica, uygulamasi yapilan Vit
E’nin plazma AFBL1’in olusturdugu oksidatif stres belirteglerini iyilestirdigi tespit
edilmistir. Benzer sekilde yapilan bu calismada, AFB1 uygulamas: sonucu MDA
diizeylerinin arttig1, GSH seviyeleri ile SOD ve CAT aktivitelerinde belirgin bir
azalisin meydana geldigi, buna karsin AFBI ile birlikte artan dozlarina bagl olarak

borun antioksidan etkisine bagli olarak bu degerleri iyilestirdigi belirlendi.

Bazi kanserojenlerin ve mutajenlerin kromozom aberrasyonlart ve DNA zincir
kirilmalart trettigi bilinmektedir (Ponti vd., 2019). Bu bakis agisindan, mutajenik
aktivite ile DNA tek iplikli kopmalarin1 (ssDNA) ve kromozomu indiikleme
kapasitesinin karsilagtirmasi rapor edilen bir ¢alismada AFBI, chaetoglobosin-B,
fusarenon-X, luteoskrin, mikofenolik asit, okratoksin A, patulin, penisilik asit ve
sterigmatositinin g¢esitli konsantrasyonlarmin 2 giin siiresince FM3A hiicrelerine (bir
C3H fare meme kanseri hiicre hatt1) maruz birakilmasi sonucu, AFB1, mikofenolik

asit ve sterigmatosistinin yiiksek konsantrasyonlarda ssDNA iizerinde bir etki
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yarattig1 ifade edilmistir (Umeda vd., 1977). Karotenoidlerden beta-karoten, beta-
apo-8’-karotenal, kantaksantin, astaksantin, likopen (300 mg/kg diyet) ve A vitamini
(21000 RE/kg diyet)’nin ratlarda AFB1 (2 x 1 mg/kg) tarafindan karaciger
karsinojenezinin baslatilmasi1 tizerindeki etkileri, AFB1 tarafindan indiiklenen
karaciger DNA tek zincir kiriklar1 ve [3H] AFB1’in karaciger DNA’sina ve plazma
albiiminine In vivo baglanmasi bakimindan incelenmis ve sonugta karotenoidlerin
DNA tek zincir kiriklar1 ve AFB1’in karaciger DNA’sina ve plazma albiiminine
baglanmasini azalttig1 belirtilmistir (Gradelet vd., 1998). Ince vd. (2014) yaptiklari
calismada borun (5, 10 ve 20 mg/kg, i.p.) siklofosfamid (CYC; 75 mg/kg i.p.) ile
ratlarda  indiikklenen oksidatif stres {izerindeki olast1 koruyucu etkisini
degerlendirmislerdir. CYC uygulamasmin oksidatif strese ve mononiikleer
lokositlerde DNA hasarina neden oldugu belirtilmis buna karsin borun CYC’nin
neden oldugu oksidatif stresin siddetini ve dokulardaki genotoksisiteyi azalttigi
vurgulanmigtir. Benzer sekilde yapilan ¢alismada AFB1’in ssDNA miktarini artirdigi
buna karsin borun artan dozuna bagl olarak ssDNA miktarinin olusumunu azalttig
belirlendi. Bu durum borun AFBI1 ile indiiklenen DNA hasarini azaltic1 etki yaptigini
gostermektedir. Abdel-Wahhab vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, AFB1’in 0,125
mg/kg dozda 3 hafta siiresince oral olarak verilmesiyle ratlarin karaciger dokularinda
Bax ve Caspase-3 mRNA ekspresyonlarinin arttigi, Bcl-2 mRNA ekspresyonlarinin
ise azaldigr belirtilmistir. Ayrica AFB1 ile olusan ekspresyon degisimlerinin
kurkumin nanopartikiilerinin verilmesi ile diizeldigi, bu durumun nanopartikiillerin
antioksidan  etkilerinden  kaynakli  olabilecegi  vurgulanmistir.  Bacillus
amyloliquefaciens B10’un AFB1’in toksik etkilerini azaltmaya yonelik yapilan
caligmada; spesifik patojen icermeyen (SPF) Kunming farelerine 28 giin boyunca B.
amyloliquefaciens B10 ve AFBI1 gavaj yoluyla uygulanmigs ve molekiiler
mekanizmanin incelenmesi amaciyla Bax, Bcl-2, BIP, CHOP, JNK, Caspase-12,
Caspase-9 ve Caspase-3 i¢in gen ekspresyonlari belirlenmistir. Calismanin sonunda,
AFB1’in farelerin karacigerlerinde oksidatif hasar1 ve apoptozu indiikledigini, ancak
B. amyloliquefaciens B10 verilen fareler i¢in apoptoz ile ilgili gen ifadelerinin
onemli Olgiide tersine dondiigii ifade edilmistir (Li vd., 2021). Yapilan ¢alismada
AFBY1’in rat karacigerinde apoptozu indiikleyip indiiklemedigini degerlendirmek i¢in
mitokondriyal yol ile iligkili genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri arastirildi ve

AFB1 uygulamas: ile Bax, Caspase 3, Caspase 8 ve Caspase 9 ile p53 mRNA
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ekspresyon diizeylerinin arttig1, Bcl-2 ekspresyon diizeylerinin ise azaldigi belirlendi.
AFBI1 ile tedavi edilen ratlarin hepatositlerinde apoptotik genlerin mRNA
ekspresyonundaki artts AFB1 tarafindan mitokondriyal sinyal yolu indiiklenen
hepatositlerin asir1 apoptozunu diisiindiirmektedir (Abdel-Wahab ve Al-Harizy,
2013; Abdel-Aziem vd. 2014). Ayrica bu durum AFB1’in mitokondriyal veya hiicre
6lumii reseptor yolaklart yoluyla hiicresel apoptoza yol agabilecegini de gostermistir
(Abdel-Aziem vd., 2014; Peng vd., 2014). Bu olusan apoptotik durum ise serbest
radikallerin asir1 olusumundan kaynaklanan oksidatif stres ve antioksidan enzimlerin
azalmasina bagli olabilecegini gosterebilir (Yener vd., 2009; Kanbur vd., 2011).
Apoptozisin O6nemli nedeni olan serbest radikaller mitokondriyal membran
potansiyelini bozmakta ve mitokondriden sitokrom c’nin salinimiyla uyarilan Bax’ta
mitokondriyal apoptozisi olusturmaktadir (Dejean vd., 2006). Ayrica sitoplazmadaki
sitokrom c, Caspase-9’u ve ardindan caspase-3’iin aktivasyonunu etkinlestirmekte
ve apoptoz siirecini uyarmaktadir (Antonsson, 2004). Benzer sekilde yapilan
calismada AFB1 uygulamasinin karaciger dokusundan belirlenen apoptotik genlerin
ekspresyonlarini artirdigi, antiapoptotik gen olan Bcl-2’nin ekspresyonunu azalttigi,
hiicresel apoptotik mekanizlar {izerine etki gosterebilen (Cengiz vd., 2020) borun

artan dozlarina bagli olarak bu genlerin ekspresyonlarini diizenledigi belirlenmistir.

Inflamasyonda akut faz reaksiyonunu olusturan sitokinlerden biri olan TNF-a, NFkB
yoluyla kronik inflamasyon ve tiimor gelisiminde rol oynayan diger sitokinlerin
tiretimini diizenleyen anahtar bir faktordiir (Karabela vd., 2011). AFB1’in yangisal
siiregteki Onemini gosteren bir calismada; ratlarda AFBI1’in neden oldugu
sitotoksisiteye karsi chitosan nanopargaciklarinin tek basina veya quercetin ile
kullanimlar1 aragtirilmig, bu amagla 4 hafta siireyle AFB1 80 ug/kg dozda, chitosan
nanoparcaciklar: 140 ve 280 mg/kg dozlarda tek baglarina veya 50 mg/kg quercetin
ile birlikte uygulanmistir. Calisma sonunda AFB1’in TNF-o diizeylerini artirdigi ve
chitosan nanopargaciklar1 veya quercetinin ise bu diizeyleri diisiirdiigii bildirilmistir
(Abdel-Wahhab vd., 2015). Siitten kesilmis domuz yavrularinin diyetlerine 320 ppb
miktarinda AFBI1 ile kontamine yemin 30 giin siiresince verilmesi ile pro-inflamatuar
sitokinlerin diizeylerinde artisin meydana geldigi, buna karsin ayni siire icersinde
AFB1 ile birlikte antioksidan etkinligi bilinen {iiziim c¢ekirdeginin (%8 {iziim

cekirdegi iceren yem) verilmesinin ise bu diizeyleri azalttigi belirtilmistir (Taranu
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vd., 2019). Yapilan calismada AFB1 uygulamasmin TNF-a ve NFkB mRNA
ekspresyon diizeylerini artirdigi, bor uygulamasinin ise bu genlerin ekspresyonlarini
azalttig1 belirlendi. Bu siirecte borun inflamatuar sitokinler {izerinde etkinlik
gosterdigi (Ince vd., 2020) ve AFBI1 ile indiiklenen yangisal siireci azaltarak

oksidatif stres ve doku hasarmin olusumunu engelledigi sdylenebilinir.

Abdel-Wahhab vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, oral olarak 0,125 mg/kg dozda 21
giin siireyle AFB1 verilen ratlardan alinan karaciger boliimlerinin mikroskobik
incelemesinde, safra kanallarinin dallanmasi ve portal yol ¢evresinde ¢oklu fibrozis
alanlari, mononiikleer hiicresel infiltrasyonlar ile diizensiz karaciger mimarisi,
cekirdeklerde diizensiz kontur ve yogun kromatin yapisinin gozlendigini rapor
etmislerdir. Yapilan bir diger ¢alismada ratlara periton i¢i 50 pg/kg dozda AFB1’in
14 giin uygulamast sonucu karaciger dokularinda piknotik c¢ekirdekte ve
hepotositlerde dejenerasyonlarin, sentral damarlarda konjesyon ve yangisal
infiltarasyonlarin oldugu belirtilmistir (Abdel-Daim vd., 2021). ince vd. (2012) CCl,
karaciger hasar1t meydana getirilen ratlarda 50, 100 ve 200 mg/kg periton i¢i borik
asit uygulamalar1 ile karacigerde yag dejenerasyonlarinin ve hepatositlerde gozlenen
nekrozun siddetinin azaldigini belirtmislerdir. Belirtilen literatiirlerle uyumlu olarak
yapilan bu ¢aligmada ratlara 0,125 mg/kg dozda 21 giin siire ile AFB1’in verilmesi
sonucu karaciger dokusunda perisentral bdlgedeki hepatositlerde dejenetratif
degisiklikler, remark kordon yapisinda bozulma, perisentral bolgede mononiikleer
hiicre infiltrasyonu alan1 ve ¢ift ¢ekirdekli hepatosit olusumlar1 goézlenmistir. Buna
karsin doku ve organlar iizerinde koruyucu etki sergiledigi belirtilen borun (Ince vd.,
2012; 2014) artan dozuna bagli olarak AFBI1 ile gozlenen degisimleri azalttigi ve

doku iizerinde koruyucu etki sergiledigi belirlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan ¢alismada AFBI1 verilen ratlarda karaciger enzim aktivitesini gosteren AST,
ALT ve ALP diizeylerinin, lipid peroksidasyonun, DNA kiriklarinin ve
proinflamatuvar ile apoptotik gen ekspresyon seviyelerinin arttigi, GSH ve
antioksidan enzim aktivitelerinin azaldigr ve karaciger dokusunda hasara iligkin
histopatolojik degisikliklerin olustugu belirlendi. AFBL1 ile birlikte verilen 5, 10 ve
20 mg/kg dozda bor uygulamalarinin ise olusan bu olumsuz degisiklikleri tersine
cevirdigi tespit edildi. Sonugta borun AFBL1 ile indiiklenen karaciger hasarina karsi
antioksidan, antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkisi ile birlikte hepatoprotektif etki
sergiledigi ortaya ¢ikarildi. Bu agidan bakildiginda, 6zellikle bordan zengin besinsel
Ogelerin (sebzeler, meyveler, sert kabuklu yemisler ve baklagiller basta olmak tizere)
tiikketilmesinin, insan ve hayvan sagligi acisindan aflatoksinler basta olmak tiizere
karaciger hasarina neden olan maddelerin maruziyetine karsi potansiyel koruyucu

etkilerinin olabilecegi goriilmiistiir.

Ulkemiz bor rezervi agisindan oldukga zengin bir konumdadir. Bu nedenledir ki bor
ve bilesiklerinin sanayideki kullanimimin yaninda saglik alaninda kullanima
sokulmast borun kullanim alanlarina ilave bir katki yapacaktir. Bu calismada
aflatoksinlerin neden oldugu karaciger hasarina karst borun koruyucu etkisinin
belirlenmesi literatiire ilave bilgilerin girmesine olanak saglamig ve ayrica
aflatoksiklerden kaynakli olusabilecek olumsuz etkilerin azaltilmasinda bor ve

bilesiklerin kullanilabilecegini gostermistir.
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