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1. GIRIS

Canlilar i¢in en dnemli iz elementlerden birisi olan borun ekonomik 6neminin yani
sira, insanlarin ve hayvanlarin sagligi iizerine olan etkileri yapilmis olan ¢alismalarla
ortaya konulmaktadir. Son yillara kadar genellikle borun sanayi alaninda yapilmis olan
calismalar1 daha ¢ok 6n plana ¢ikmistir. Borun saglik iizerine olan etkilerine ise ¢ok
deginilmemistir. Fakat bilimin ilerlemesi ve teknolojinin gelismesi, dogal kaynaklarla
beraber ve alternatif kaynaklarin da saglik alaninda kullanimlarinin artmasiyla borun

saglik alani tizerindeki etkilerinin de belirlenmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmustir.

Borun canli organizmasinda énemli bir rol oynadigi, ayn1 zaman da enerji ve
tireme metabolizmasini diizenledigi bilinmektedir. Bu ¢aligma ile gebelik siiresince
etkili olan karaciger NF-kB, Tnf-a, IL-6 mRNA ekspresyonu iizerine borun etkisi in
vivo olarak belirlenecek ve yapilacak diger ¢alismalara kaynak olusturacak bilgilerin

eldesi de saglanacaktir.

1.1 Bor

1.1.1. Borun Tanim

Bor periyodik tabloda “B” semboliiyle gosterilen, yer kabugunda, insanlarin,
hayvanlarin ve bitkilerin yasadigi ortamlarda bulunan metalle ametal arasinda yari

iletken 6zellikte bir elementtir (Warrington, 1923).

Bor periyodik tablonun tiglincii grubunun en basinda bulunur. Atom numarasi
5’ dir ve kiitle numarasi 10-11 olan iki kararli izotopdan olusmaktadir. Topraktaki bor



miktar1 ortalama 10-20 ppm, tath sularda ortalama 0,01-1,5 ppm, deniz suyunda ise
ortalama 0,5-9,6 ppm, araligindadir (Woods, 1994).

Cok yiiksek miktarlarda kasitli olarak borun alinmasi disinda toksik etkisi
goriilmemektedir. Borun sagliga etkilerini belirleyen faktorlerden bazilar1 dozu, ne

kadar siireyle maruz kalindigi ve bireysel 6zelliklerdir (Ugkun, 2013).

1.1.2. Borun Kaynaklari

Bor; insan, hayvan ve bitkiler i¢in esansiyel bir mikro elementtir. Bitkiler tarafindan
topraktan alinarak, gida zinciriyle insanlara gecebilmektedir. Cografik kosullara gore
degismekle birlikte, insanlar tarafindan giinliik 1-7 mg arasinda bor alindigi
belirlenmistir (Richold, 1988).

Insan sagligi bakimmdan borun temel kaynagim bitkisel igerikli iiriinler
olusturmaktadir. Bor igerigi bakimindan zengin olan gidalar yesil yaprakli sebzeler,
kuru baklagiller ve kabuklu meyvelerdir. EIma, biber, iiziim, findik, fasulye, ceviz
pancar ve baklagillerde yiiksek oranda bulunurken; tahillarda ve patateste az
miktarlarda bor oldugu belirlenmistir. En 6nemli bor kaynaklarindan biri olan erik
kurusunun 100 graminin, viicudun giinliik ihtiyaci olan boru karsilayabildigi tespit

edilmistir (Gezmen ve Tirkozi, 2014).

Siit ve siit tirlinleri az miktarlarda bor icermelerine ragmen beslenmemizde
onemli bir yer tuttuklari i¢in bor alimina 6nemli oranda fayda saglamaktadirlar. Et,

balik, tavuk ise bor agisindan zayif kaynaklar arasindadir (Gezmen ve Tiirkozii, 2014).



1.1.3. Borun Saghkta Kullanim Alanlari

Bor metabolizma da kalsiyum, fosfor ve magnezyum dengesini ayarlayabilmektedir.
Saglikli kemiklerin, kaslarin olusumuna ve beyin fonksiyonlarinin gelismesine
yardime1 olur (McCoy ve ark., 1994). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar daha ¢ok
borun eklem ve kemik sagligi bakimindan 6nemi {izerinedir. Bununla beraber borun
beyin fonksiyonuyla alakali ¢aligmalar da yapilmaktadir (Bilgi¢ ve Dayik, 2013).
Giinliik bor alimmin Gstrojenin etkisini arttirarak osteoporoz tedavisinde de etkili
oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda belirlenmistir (Nielsen ve ark., 1987). Yapilan
farkli bir calismada da borun koroner kalp hastaliklarina iyi geldigi ve HDL

kolesterolii azalttig1 saptanmistir (Samman ve ark., 1998).

Bor Notron Yakalama Tedavisi 6zellikle beyin kanseri tedavilerinde yeni bir
umut 15181 olmaktadir. Bu tedavide, dncelikle borun ilag formu p-bronofenilalanin
tiimdrlii dokuya verilir, sonra ndtron bombardimani yapilir. Bu tedavi yontemi ndtron
bombardimanindan sonra yalnizca timorlii hiicrelerin  yok edilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu sekilde DNA's1 pargalanmis olan hiicre boliinme dongiisiine
giremez ve tiimorlii olan doku ameliyata gerek kalmadan tedavi edilmis olur (Barth ve
ark., 1999).

1.1.4. Bor Yetersizligi

Hayvanlarda bor yetersizliginde oncelikle kikirdak ve kemik gelisiminde etkili olan
magnezyum, plazma ve organ kalsiyum, fosfor diizeyleri ile alkali fosfataz

aktivitesinin etkilenebilecegi saptanmistir (Nielsen ve Schuler, 1992).

D vitamini eksikligi olan ratlarda bor ilavesi ile fosfor ve kalsiyum dengesinde
ve emilimlerinde artis oldugu belirlenmistir. Bu hayvanlarda beyin fonksiyonlarinin

beslenmedeki bor diizeyinden etkilendigi belirlenmistir. Bor yetersizliklerinde beyin



korteksi basta olmak iizere kalsiyum konsantrasyonunun yiikseldigi tiim beyinde

saptanmustir (Penland, 1993).

Bor yetmezliginin beynin elektriksel aktivitesinde azalma meydana getirdigi
ortaya koyulmustur. Bor yetmezliligi, insanlarda dikkat ve algilama da bozukluklara,
hafiza kayiplarina, motor aktivite hizinin diismesine sebep olur. Biitiin bunlarin
olusmasmi agiklayan ana prensip ise borun sinir uyari transportundaki etkisinin

olabilme ihtimalidir (Nielsen, 2000).

Menopoz déoneminde diisiik miktarlarda bor iceren diyetle beslenen kadinlarda
magnezyum ve Kalsiyum iriner atthimlarinin arttigi, serum 25-kolekalsiferol ve
plazma iyonize kalsiyum konsantrasyonlarinin azaldigi, osteokalsin ve serum

kalsitonin konsantrasyonlarinin ise arttig1 belirtilmistir (Nielsen ve ark., 1987).

1.1.5. Bor Toksisitesi

Bor, kisa siire i¢inde viicuttan uzaklastirildigi igin toksik etkisini sadece yiiksek
dozlarda alindiginda gosterir. Tek doz olarak alinmigsa 6ldiirlicii olma ihtimali ¢ok
diistiktiir. Eger bireylerde dolagim bozuklugu, bobrek yetmezligi gibi rahatsizliklar
bulunuyorsa yiiksek dozda bor alindiktan birka¢ giin sonra dliimiin goriilebilecegi

saptanmistir (Devirian ve Volpe, 2003).

Insanlarda bor zehirlenmesiyle ilgili 2 vaka kayit altina alinmigtir. Bunlardan
birincisinin raporunda, hamile olan bir kadin yanlislikla 70 g borik asidi agiz yolu ile
aldig1 ve iki saat icerisinde diisiik yaptig1 belirtilmistir. Fetiistin de dolagim bozuklugu
ve kalp durmasindan dolay: 6ldiigii bildirilmistir. ikinci vaka da ise 24 g civarinda
borik asit alarak bir kadinin intihar ettigi ve borik asit alimini takip eden iki giinde
mide bulantis1 ve eksfolyatif dermatit goriildiigii belirtilmistir. Sivi tedavisiyle hasta

hayatinin kurtarildig1 da vaka raporunda yer almaktadir (Fail ve ark., 1998).



Bora akut olarak maruz kalindigi zaman ishal, karin agrisi, kusma, mide
bulantis1 goriilen belirtiler arasinda bastadir. Bunlar haricinde yiiksek ates, renel
tiibiillerde hasar, merkezi sinir sisteminde bozukluk, konviilsiyon, deride kizariklik ve
karaciger fonksiyonunda anormallikler gibi belirtiler goriilir. Bora kronik olarak
maruz kalindiginda ise halsizlik, alopesi, anoreksi, anemi, dermatit ve gastrointestinal

gibi belirtiler goriiliir (Gregory ve Kelly, 1997).

Borun fazla miktarlarda aliminda sigirlarda; bacaklarda yangi ve Odem,
riboflaviniiri, diyare, zayiflama, biiyiime ve yem tiiketiminde azalma ve hemoglobin
diizeylerinin diistiigi saptanmistir (Mc Dowell, 1992). Kanatlilar da ise fazla bor
aliminda diyare, hipertoni, ataksi, ayak parmaklarinda paraliz ve koordinasyon

bozuklugu oldugu bildirilmistir (Sander ve ark., 1991).

Ratlarda meydana gelen bor toksisitesinde ise depresyon, deri ve mukoz
membranlarda kirmizi-menekse renk, ataksi, konviilziyon, ovaryum gelisiminde
bozukluk, hemoglobin degerlerinde ve osteoblast aktivitesinde azalma, sperma
yapisinda inhibisyon saptanmustir (Treinan ve ark., 1991). Tavsanlarda bor
toksisitesinde ise diyare, kilo kaybi, anoraks1 ve testikiiler atrofi goriilmiistiir (WHO,

1998).

Akut bor toksisitesi meydana getirilen kecilerde serum sodyum, glikoz,
hemoglobilin, kolesterol diizeylerinde ylikselme goriiliirken, magnezyum, serum
potasyum ve alkali fosfataz ve diizeylerinde diisme goriilmistiir (Sisk ve ark., 1995).
Kopeklerde fazla bor alimi bacaklarda sertlik, konviilziyon, mukoz membranlarda

siyanoz-kirmizi menekse rengi ve soka neden olmustur (WHO, 1998).

1.1.6. Bor ve Embriyo Gelisimi

Bor yasamin erken donemlerinde embriyo gelisimi igin gerekli bir elementtir (Nielsen,

2000). 1985 yilinda Eddy ve Talbat embriyo gelisimi i¢in borun olumlu etkisinin ilk



defa gosterilmis oldugu ¢alismay1 yapmislardir (Eckhert, 1998). Loomis 1986 yilinda,
Riebesell 1991 yilinda, Fort ise 1999 yilinda Xenopus Laevisde (Giiney Afrika
Kurbagasi) borun embriyo gelisimi tizerine etkilerini incelemislerdir. Beslenmesinde
bor miktar1 azaltilmis olan kurbagalarda artmis embriyo oliimleri goriilmiistiir. Bu
calismalar sonucu Xenopus Laevisde embriyogenezis tizerinde borun olumlu bir

etkisinin oldugu belirlenmistir (Fort ve ark., 1999).

Embriyonik biiylimesi yavas olan baliklar {izerinde 1995 yilinda yapilmis olan
bir calismada; bor konsantrasyonun diisiik oldugu saptanmistir. Sudaki bor miktar1 2
um/L iken 1lpum/L’ye c¢ikarilmis ve bu sayede biliylimede %8 oraninda artig
gozlenmistir. Ayni arastirmacilar tarafindan bor diizeyi 2um/L’den 4 pm/L’ye
c¢ikarildiginda ise embriyonik donemdeki biiylimede %6,5 oraninda artma gozlenmistir
(Eckhert, 1998). Zebra baliklar tizerine 1998’de yapilmis olan bir arastirmada erken
postfertilizasyon esnasinda, bor bakimindan fakir diyetle beslenen baliklarin %45’ inin

embriyolar1 lmiistiir (Nielsen, 2000).

Lannove 1999 yilinda disi fareler ilizerinde yapmis oldugu calismasinda
deneklere bordan sinirli ve bor bulunan diyetler uygulamigtir. Bu ¢alismasinda ¢ift
hiicre embriyosunun gelisimini izlemistir. Bordan smirli diyet alan disi farelerin
embriyolarmimin diger grubun embriyolarina oranla daha fazla dejenere oldugu
belirlenmistir. Bordan sinirli diyet uyguladigi disi farelerin embriyolarinin %57’si
zarar goriirken, bor ile destekledigi diyeti uyguladig: disi farelerin ise embriyolarinda
%20’sinin dejenere oldugu saptanmustir (Fort ve ark., 1999).

1.2. Borun Canhlar Uzerindeki Etkisi

Canli varliginin devam edebilmesi; canli tiirlerini ve doga zenginliklerini korumakla
miimkiindiir. Bor, su ve topraktan bitkilere taginabilmektedir. Bu ylizden diinyamizin

yapisinda ve diinya iizerinde yasayan canlilarda bor bulunmaktadir (Mergen ve ark.,

2006).



Bor kaynaklarindan alinan miktarlar, insanlarda, hayvanlarda toksisiteye sebep
olacak oranda degildir. Fakat yliksek diizeylerdeki bor, yasayan organizmalara zehirli
etkiler yapmaktadir. Ayrica suda yasayan canlilara zehirli etkisiyle biiyiik zararlar
verebilmektedir (Uygan ve Cetin, 2004).

1.2.1. Borun Bitkilere Etkisi

1920 yillarindan itibaren borun bitkilerin gelisimi ve iiriin verebilmeleri i¢in gerekli
bir element oldugu bilinmektedir (Warrington, 1923). Bor hiicre farklilasmasi ve
olgunlagmasinda, hormon ve niikleik asit metabolizmasinda gdrevleri vasitasiyla rol
alir. Gerektigi zamanlarda giibreye eklenebilen bor ile toprak zenginlestirilmektedir
(Mergen ve ark., 2006).

Bor bitki igerisinde kismen hareketsizdir. Bitkilerde borun, polen
dollenmesine, hiicre dollenmesine, c¢icek a¢masina, hormonlarin hareket ve
etkinligine, azot ve karbonhidrat metabolizmasina, aktif tuz absorbsiyonuna ve su-
bitki iligkilerini etkiledigi belirlenmistir. Bitki koklerinin gelisebilmesi igin kalsiyuma
ek olarak bor iyonuna da ihtiyaglar1 vardir. Fakat, fazla miktarlarda bor toksik etki
gosterir ve bitkilerin gelismelerini geciktirebilir hatta onlar1 6ldiirebilir (Uygan ve
Cetin, 2004).

Bitkileri gelistirmek i¢in bor kullaniminin yan1 sira gelisimlerine engel olmak
icin de kullanilabilmektedir. Toprak sterilizasyonunda, yabani ot kontroliinde,
yanmay1 geciktirici 6zelligi ile petrol rafineleri, kereste depolari gibi benzeri alanlarda

bitkileri yok etmek i¢in bor kullanilir (Kalafatoglu ve ark., 1997).



1.2.2. Borun Hayvanlara Etkisi

Borun hayvanlar {izerindeki etkilerini belirlemek i¢in bircok g¢alisma yapilmistir.
Hayvanlar iizerinde borun kanserojen etkisini belirlemeye yonelik yapilan ¢aligmalar
sonucunda borun genotoksik olmadig1 saptanmistir. Bor ve bor bilesikleri ile temas
edilmesinin kansere ve kromozom diizensizligine sebep olmadigi, genleri

degistirmedigi ortaya koyulmustur (Dieter, 1994).

Borun hayvanlar iizerindeki uzun siireli etkileri farelerde incelenmistir. Bu
calismada igme suyuna katilmis olan 0,84 mg/kg bor eklenmis ve bunun bir zarar
gbzlenmemistir. Bu siire uzatilinca ve miktar arttirilinca {ireme organlari basta olmak

tizere, bazi sistemlerin olumsuz etkilendigi belirlenmistir (Erdogmus ve ark., 2004).

Bor maruziyetinde hayvanlar i¢in 6ldiirticii doz, hayvanin tiirine bagli olmakla
birlikte hayvanin her kg igin 1,2-3,45 g arasinda degisen bir degerdir (DSI, 1983).
Oral yol ile alinan birim kg viicut agirligina 3-4 g gibi yiiksek dozlar farelerde kisa bir
stire i¢inde titremeler ve depresyon yaratir. Sonunda ise hayvanin 6liimiine neden
olmaktadir. Buna ek olarak asir1 bor maruziyetinin farelerde ishal, kopeklerde kusma

gibi belirtileri vardir (Uygan ve Cetin, 2004).

Alabaliklar lizerinde yapilmis olan bir ¢alismaya gore 2000 mg/I borik asidi
baliga bir zarar vermemistir. 5000 mg/l borik asidin ise baligin derisi ilizerinde
koyulasmaya sebep oldugu saptanmustir (DSI, 1983). Kiigiik deniz baliklarinin 20
derecede 6 saat siire ile sert suda ise 19-19,5 g/l veya damitik suda 18-19 g/l bor ile
temast letal doz olarak belirlenmistir. Yapilan bagka bir calismada bir siit inegine 40
giin siireyle her giin 16-20 g arasi1 borik asit verilmesi sonucunda bir etki

gbzlenmemistir (Cantiirk ve Onar, 2004).

Zebra baliklarinda bor yetersizligi, fotofobiye neden olmaktadir. Ayrica bor
yetersizliginin fotoreseptor distrofiye neden olabilecegi goriilmiistiir. Bor takviyesi
yapilan zebra baliklar ile bordan fakir diyet alanlar karsilastirilmistir. Bordan fakir
diyet almis olan zebra baliklarda bor yetersizliginin segment ve myoid azalmasi

nedeniyle fotoreseptor hiicrelerini azalttigi sonucuna varilmistir (Nielsen, 2000).



Hegsted ve arkadaslarinin yaptigi1 bir ¢calismada; D vitamini yetersizligi olan
ratlar degisik bor iceren diyetlerle beslenmis ve biiyiime, gelisme, kemik ve mineral
yogunlugu, serum mineral emilim diizeyindeki degislikleri arastirilmistir. Gruplardan
birine 0,158 ppm/giin, digerine ise 2,72 ppm/giin bor verilmis ve ratlar 11 hafta
stiresince gozlenmistir. Calisma sonunda yiiksek bor igeren diyetle beslenen ratlarda
fosfat ve kalsiyum emiliminde artis belirlenmistir. Viicut ve organ agirhigi, kemik
parametrelerinde ¢ok az degisiklik belirlenmistir. Calisma sonunda yiiksek bor igeren
diyet alan ratlarda mineral dengesinin olumlu etkilendigi ve hipokalseminin 6nlendigi

ortaya koyulmustur (Hegsted ve ark., 1991).

Yapilan bagka bir arastirmada; ratlarin diyetine eklenen, borik asit ve boraksin
antioksidan aktivite, lipid peroksidasyon, bazi vitamin diizeyleri ve DNA hasari
lizerine olan etkilerine ¢alisilmistir. Yapilan bu galismada, diyete 100 mg/kg bor
bilesikleri eklenmis ve bu bor bilesiklerinin lipid peroksidasyonu azalttigini, vitamin
durumunu ve antioksidan savunma sistemini gelistirdigini gbzlenmistir. Bu arastirma
sonucunda; karaciger GSH ve A vitamini konsantrasyonu diginda bor bilesikleri
arasinda serum oksidan-antioksidan dengesi ve biyokimyasal parametrelerinde fark

olmadigi belirlenmistir (Ince ve ark., 2010).

1.2.3. Borun insanlara EtKisi

Bor insan viicuduna dogal olarak su ve besinlerle oral yolla, tozlarla solunum yoluyla,
kremlerle ise deri yoluyla girmektedir. Viicuda ne sekilde girerse girsin, %90-95
kadar1 viicutta birikmez ve idrar yolu ile disar1 atilir. Sadece kemiklerde, killarda ve

karaciger, dalak gibi organlarda birikebilmektedir (Sayli ve ark., 2007).

Borun bakir, kalsiyum, magnezyum, glikoz, azot ve trigiliseritler gibi hayat
boyunca 6nemli olan bir¢ok bilesenin kullanilmasinda ve metabolizmasinda énemli
roller aldigi insanlar iizerinde yapilan aragtirmalar ile oOrtaya cikarilmistir. Bu
nedenlerden dolayi; ¢esitli viicut boliimlerinin  yapilarint ve fonksiyonlarini

etkileyebilmektedirler. Yapilan ¢alismalar sonucunda borun toksik etkisinin ¢ok diisiik



oldugunu saptanmistir. Borun akut etkisi ise 15-30 g boraks veya 2-5 g borik asit
kasten alinirsa goriilmektedir. Borun kronik etkisi bakimindan giinde 3 g borik asit
veya 5 g boraksin herhangi bir etkisinin olmadigi, 5-10 g boraksin yalnizca protein

metabolizmasini etkiledigi saptanmistir (Moseman, 1994).

Borun toksik etkisi ¢ocuklarda genelde havale, koma gibi beyin zar1 tahribi
etkileri seklinde goriilmektedir. Yetiskinlerde kusma, ishal, bas agris1 heyecan veya
depresyon seklindedir. Parmak uglarindaki pembe renk, bor ile zehirlenmis olmanin

belirtisi olan karakteristik bir goriiniimdiir (Mc Kee ve Wolf, 1963).

Borun testise nasil ve ne sekilde zarar verdigi ve metabolizmasi heniiz
aciklanamamistir. Ancak iilkemizde ve diinyada yapilmis olan birgok arastirmada

borun kisirliga sebep olmadig ortaya koyulmustur (Sayli, 2003).

Yapilan baska bir aragtirmada; dogal yol ile alinan borun erkeklerde prostat
biiyiikliigiine, alt iriner sistem semptomlarina ve bening prostat hiperplazisine etkileri
lizerine ¢alisilmistir. Arastirmada, yiliksek oranda bora maruz kalmis olan erkekler
lizerinde yiiriitiilmiis daha onceki ¢alismalardan farkli olarak daha kiiclik prostat
boyutunun oldugu belirlenmistir. Bu arastirma sonucunda kontrol grubuna gore
yaklasik 4 kat daha fazla bora maruz kalan erkeklerde daha kiiclik prostat boyutlar
oldugu belirlenmistir. Boylelikle 6nceki yapilmis olan calismalarda elde edilen bu
verinin dogru oldugu bilimsel olarak ispatlanmistir. Ayn1 zamanda veriler sonucunda
prostatin iyi huylu biiylimesi anlamima gelen bening prostat hiperplazisinde borun

etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Miiezzinoglu ve ark., 2011).

Igme sularinda yiiksek miktarlarda bor bulunmasi, sindirim sisteminde
rahatsizliklara neden olabilmektedir. Ayrica karacigerde biiylime ve sinir sisteminden

kaynaklanan bazi sorunlara sebep olmaktadir (Cantiirk ve Onar, 2004).

Yalnizca bitkiler i¢in 6nemli oldugu diisiiniilen borun, 1980'lerden sonra
yapilan caligmalar neticesinde hayati 6nemi oldugu ortaya koyulmustur ve bor
mineralinin insan viicudu i¢in pek ¢ok yararl etkisinin oldugu bulunmustur. Bor, D

vitamini ve kalsiyum gibi minerallerin metabolizmada diizenlenmesinde rol alir. Ayni
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zamanda magnezyum ve kalsiyum azalmasini dnleyerek bu sayede kemik yapisini

korudugu yapilan ¢alismalar sonucu belirlenmistir (Sayli ve ark., 2007).

Giinliik 3,25 mg bor aliminda motor aktivitelerde ve tepki siiresinde gelismeye
katki sagladig1 bulunmustur. Daha diisiik dozlarda bor aliminda ise zayif zihinsel ve
psikomotor performans sergilendigi belirlenmistir. Biitiin bu ¢aligmalar sonucunda
goriilmektedir ki zihinsel performans ve beyin fonksiyonlari i¢in bor 6nemli bir

elementtir (Penland, 1994).

Nielsen tarafindan 1992 yilinda yapilmis olan bir ¢alisma sonucunda bor igeren
gidalarin kemik erimesini onlemeye yardimci olabilecegi tespit edilmistir. Ayrica
borun kalsiyum ve magnezyum metabolizmasini arttirarak ostrojenik katki sagladigi,
Nielsen tarafindan yiiksek kemik erimesi riski tagiyan yaslar1 48-52 arasinda degisen
kadinlar tizerinde yapmis oldugu bir arastirmada belirlenmistir. Erkeklerde ise testeron
seviyesini arttirarak buna bagli olarak kas ve doku miktarinda artisa sebep oldugu

belirlenmistir (Nielson, 1987).

Bor mineralinin fazla oldugu bdlgelerde, borun su ve besinlerle viicuda
alinmasiyla bolgedeki prostat kanserli oraninin azaldig1 ve borun prostat kanserinin

onlenmesinde etkili oldugu belirlenmistir (Miiezzinoglu ve ark., 2011).

Yapilan bagka bir caligmada ise bir malatiyon toksisitesi olustulmus olan
ratlarda borun bir¢ok dokuda olusan oksidatif stres {izerine etkisine ¢aligilmustir.
Malatiyon toksikasyonuna maruz kalmis olan ratlarin, karaciger dokusu, beyin dokusu
ve bobrek dokularinda, malondialdehid, glutatyon, nitrik oksit, katalaz ve
aktivitelerinin yani sira serum asetilkolinesteraz ve 8-dihidroksiguanin (oksidatif DNA
hasar1 gostergesi) seviyeleri arastirllmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilmis
olan biyokimyasal ve histopatolojik veriler, malatiyon toksisitesiyle birlikte artan
oksidatif stres ve doku hasarina borun tedavi edici bir etkisinin oldugu ortaya

cikarilmigtir (Karabag ve ark., 2015).
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1.3. Sitokinler

Sitokinler, hiicreler arasinda iletisimi saglamada 6nemli rol oynayan, gesitli biyolojik
fonksiyonlar1 diizenleyen hormon benzeri protein veya glikoproteinlerdir (Senatorski
ve ark., 2002). Diisiik molekiil agirligina sahip olan sitokinler, basta makrofajlar ve
aktive olmus lenfositler olmak iizere bir¢ok hiicre tarafindan sentezlenebilmektedir

(Giindiiz ve ark., 2000).

Ik kez Cohen ve arkadaslar tarafindan immun sistem hiicreleri de dahil olmak
lizere bircok hiicre tarafindan salgilanan, hiicre ¢ogalmasi, hiicre gelismesi, doku
tamiri, bagisiklik gibi bir ¢ok gorevi olan bu polipeptit yapilari tanimlamak amaciyla
sitokin ad1 kullanilmistir (Dupont ve ark., 1974). ilk zamanlarda lenfositler tarafindan
salgilanan sitokinler lenfokin; monositler tarafindan salgilanan sitokinler monokin;
16kositler tarafindan salgilanan sitokinler ise interlokin olarak adlandirilmistir (Page,
1991). Zamanla farkli hiicrelerin benzer sitokinleri salgilama yetenekleri oldugu
bulunmus ve Hefti ve arkadaslar tarafindan hiicre iizerindeki temel etkisi dikkate
alimarak 5 ana gruba ayrilmistir. Bunlar; kemotaktik sitokinler, proinflamatuvar
sitokinler, antiinflamatuvar sitokinler, biiyiime faktorii sitokinler ve immun

diizenleyici sitokinlerdir (Hefti, 1993).

Sitokinler birgok yonden hormonlara benzemektedir. Ancak etkileri
hormonlarin etkilerinden daha farklidir. Sitokinler 6zellesmis bir dokudan degil de,
degisik hiicreler tarafindan olustugu icin hormon kabul edilmezler (Abul ve ark.,
2000). Hiicre disina salinmis olan sitokinler kisa bir siire i¢erisinde lokal olarak etkisini
gosterirler. Eger sitokinler salindiklar1 hiicrelere etki ediyorsa buna otokrin etki denir.
Sitokinlerin yakinindaki bir hiicreye etki etmesine parakrin etki denirken, uzaktaki bir
hiicreye etkisine ise endokrin etki denir (Glineri ve ark., 1997). Sitokinlere ait 6nemli
bir 6zellikte, farkl hiicreler tarafindan ayni sitokinin salgilanabilmesi ya da kosullara
gore bir tiir sitokinin farkl hiicrelere etki etmesi olayina pleiotropik etki denir. Ayrica,
sitokinler birbirlerinin fonksiyonlarmi etkileyerek sinerjist veya antagonist etki de
gosterebilirler (Wilson ve ark., 2002).
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Sitokinlerin tretimi smirlidir ve genellikle sitokinler depolanmazlar. Bu
yiizden sitokin ihtiyact halinde yeni bir gen transkripsiyonu baslatilir. Bu periyodun
siiresi kisadir. Hizla sentezlenen sitokinlerin salinimlari da hizli bir sekilde olur

(Nororiha ve ark., 1995).

1.3.1. Tnf-a

Tiimor nekroz faktor (Tnf), polipeptit bir sitokindir. Tnf-o ve Tnf-p olmak tizere iki
cesittir. Tnf-o kasektin olarak da bilinen klasik formdur. Tnf-p ise lenfosit olarak
bilinmektedir (Krillova ve ark., 1999).

Tnf-a inflamasyonda 6nemli bir rolii olan, makrofajlar ve lenfositler tarafindan
salman, tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilayan bir sitokindir (Matthews ve
Watkins, 1978). Tnf-o ilk defa 1975 yilinda tanimlanmis ve timor hiicrelerini
nekrotize edebildigi i¢cin bu isim verilmistir (Empl ve ark., 2001). Ayrica Tnf-a;
kasektin, nekrozin, hemorajik faktor gibi isimlerle de bilinmektedir (Fitzgerald ve ark.,
2001). Tnf-o’nin, TNF-R1 ve Tnf-R2 olmak iizere 2 reseptdrii vardir ve bu reseptorler
ile etkilerini gosterirler (Vandenabeele ve ark., 1995). Tnf-R1’in ekspresyonu biitiin
hiicreler ve tiimor hiicrelerinde gergeklesirken, Tnf-R2 ekspresyonu ise sadece immun

sistem hiicrelerinde yapilir (Vanhorrssen ve ark., 2006).

Tnf-o’nin bir¢ok otoimmun hastalikla ilgili oldugu ve birgok biyolojik
etkisinin bulundugu bilinmektedir. Ayrica hiicre farklilasmasi, apoptozis, dogal ve
sonradan kazanilmis bagisiklik tizerinde onemli etkilere sahiptir (Sklavounou ve ark.,
2000). Tnf-a’nin tiimor hiicrelerinde sitotoksik etki gosterirken, normal hiicrelerde
bunu gostermemesi en 6nemli dzelliklerinden biridir (Anderson ve ark., 2004). Tnf-
a’nin baslica kaynaklar1 arasinda monositler, makrofajlar, aktif T ve B lenfositler,
keratonisitler bulunmaktadir. Ayrica beyindeki glial hiicreler ile kalpteki kardiyak
myositlerde de iiretilebilmektedir (Ruuls ve ark., 1998). Tnf-a’nin sentezini arttiran
faktorler arasinda parazitler, viriisler, mikrobakteriler, enterotoksin ve endotoksinler

ile Tnf’nin kendisi de bulunur (Beutler., 1999).
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Tnf-a karaciger rejenerasyonu sirasinda Kupffer hiicrelerinin senteziyle
olusturulur. Fakat Tnf-a‘nin asir1 ekspre edilmesi sonucunda hepatositler hiperplazi
gosterirler ve karaciger agirliginin viicut agirhi@mna gore ihtiyactan daha fazla
artmasma sebep olurlar (Yamada ve Fausto, 1998). Tnf-a’nin normal
konsantrasyonlarda bulunmasmin doku onarimi, doku yenilenmesi, antitiimoral
immunite gibi yararlari bulunmaktadir (Papadakis ve Targan, 2000). Tnf-o’ nin yiiksek
seviyelerde olmasi doku yaralanmalari, doku hasari, septik sok, sitotoksite, ates,
adrenal hemoraji, gastrointestinal nekroz gibi bazi olumsuz durumlara neden
olabilmektedir (Shohami ve ark., 1999). Kronik olarak Tnf-a diisiik seviyedeyse
anoreksiya, kilo kaybi, lipit tiikketimi, protein katabolizmasi, insiilin direnci gibi

sorunlar goriilebilmektedir (Papadakis ve Targan, 2000).

1.3.2. IL-6

Interlokin-6 (IL-6); makrofajlar, monositler, T ve B lenfositler ile bircok tiimér hiicresi
tarafindan salgilanan bir sitokindir. Diger sitokinler gibi inflamasyon ve kanser

patogenezinde 6nemli yer tutar (Emral, 2006).

IL-6 1986 yilinda ilk kez T hiicreleri tarafindan salgilanan ve B hiicrelerinin
farklilasmasini indiikleyen bir faktor olarak tanimlanmistir (Nakarata ve Nishimoto,
2006). IL-6 nin kemik katabolizmasi, immun, sinir, endokrin, hemotopoietik sistem
gibi pek cok sistemde onemli rolii bulunmaktadir (Guzman ve ark., 2010). Ayrica T
ve B lenfositlerinin farklilagmasinda, makrofajlar ve monositlerin fonksiyonlarinda
onemli yer tuttugu bilinmektedir (Kishimoto ve ark., 2002). Geni 7. Kromozomun kisa
kolunda bulunmaktadir (Banks ve ark., 1994). IL-6‘nin reseptorii (IL-6R) sinyal ileten
alt birim ve baglayici bir proteinden olusur (Richord, 1998).

IL-6’nin en Onemli kaynagi mononiikleer fagositik hiicrelerdir. T ve B
lenfositler, mast hiicreleri, dendritik hiicreler, monositler, makrofajlar, endotelyal
hiicreler, osteoblastlar, mezengial hiicreler, kondrositler ve birgcok immun sistem

hiicresi tarafindan eksprese edildigi bilinmektedir (Guzman ve ark., 2010). Ayrica
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yapilan invitro c¢alismalarda noronlar tarafindan da IL-6 eksprese edildigi ortaya

koyulmustur (Ali ve ark., 2000).

IL-6’nin en iyi agiklanmis olan etkileri B lenfositler ve hepatositler ile ilgilidir
(Giindiiz ve Er, 2000). IL-6 B lenfositlerde farklilasmay1 ve antikor sekresyonunu
uyarmaktadir ve bliylime faktorii olarak rol almaktadir (Yegin, 1990). Hepatositleri ise
NK hiicrelerini ve makrofajlar1 aktive ederek, akut faz protein olusumu igin uyarir.
Karacigeri toksik hasarlardan korumada biiyiik bir dnemi bulunmaktadir (Deboneraka

ve ark., 2001).

Serumda bulunan IL-6 seviyesinin otoimmun hastaliklar, karaciger hastaligi,
AIDS, lenfoma, sepsis ve bazi infeksiyon hastaliklar gibi durumlarda yiikselmektedir
(Hirano ve ark., 1990). Yapilan ¢alismalarda bazi kanser hastalarinda IL-6 seviyesinde
artis gozlenmistir (Hatada ve Miki, 2000). Ayrica proinflamatdr sitokinlerden olan
Tnf-a ve IL-6’nin artan seviyelerinin AIDS hastalarinin plazma ve dokularinda oldugu

belirlenmistir (Shimizu ve ark., 2005).

1.3.3. NF-kB

Niikleer faktor kappa B (NF-kB) apoptozis, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi,
inflamasyon gibi olaylardan sorumlu ¢ok sayida gen ekspresyonunu diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir (Nakshatri ve ark., 1997).

NF-kB ilk kez Sen ve Baltimore tarafindan 1986 yilinda kesfedilmis ve
tanimlanmistir  (Baldwin, 2001). Yapilan ilk tanimlama da B lenfositlerin
cekirdeklerinde bulunan, immunglobulin kappa hafif zincir genine baglanip
ekspresyon diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olarak agiklanmistir (Sen ve
Baltimore, 1986). NF-kB’nin bir¢ok organizma ve hiicre tipinde bulunan, pek ¢ok
genin ekspresyonu i¢in 6nemi olan diizenleyici bir protein oldugu tespit edilmistir

(Pahl, 1999). Memeli hiicrelerinde, NF-kB’ ye ait 5 alt {inite oldugu belirlenmistir
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(Chen ve ark., 1999). Bunlar; NF-kB1, NF-kB:, Rel A, Rel B ve c-Rel’ dir (Ghosh ve
ark., 1999).

NF-kB hiicrelerin sitoplazmasinda inaktif halde bulunur. Yalnizca aktive
edildigi zaman ¢ekirdege geger (Shishodia ve Aggarwal, 2004). Niikleusa gecen NF-
kB, DNA’ya baglanir ve burada 150’ den fazla genin ekspresyonunu diizenler (Baeurle
ve Henkel, 1994). NF-kB; inflamasyon, hastalik, apoptozis, kanser, gelisimsel islemler
ve bazi genlerin ekspresyonlarini igeren pek ¢ok fizyolojik islem ile iliskilendirilmistir
(Wu ve Kral, 2005). NF-kB’nin uyarilmasi i¢in bazi1 faktorlere ihtiyag vardir. Bu
faktorler arasinda sitokinler, serbest radikaller, iyonizan radyosyon ve mikrobiyal
ajanlar vardir (Tripathi ve Aggarwal, 2006). NF-kB’nin anormal aktivasyonunun;
septik sok, kanser, akciger fibrozisi, felg, astim, AIDS gibi inflamasyon ile ilgili bazi
hastaliklara ve patolojik durumlarla alakali oldugu belirlenmistir (Baldwin, 2001).
NFkB’nin siirekli inaktivasyonu ise apoptoziz ve gecikmeli hiicre biiylimesine neden

olmaktadir (Baldwin, 1996).

NF-kB’nin bazi tiimor hiicrelerinin gelisiminde 6nemli bir rolii vardir (Garg ve
Aggarwal, 2002). Yapilan calismalar da NF-kB’nin tiimorlerde baskilanmasi
durumunda hiicre siklusunu durdurup, apoptozise sebep oldugu belirlenmistir (Bharti
ve Aggarwal, 2002). Ayni1 zamanda tiimor hiicrelerinin NF-kB inhibisyonu ile
kemoterapiye duyarli bir hale gelebildigi yapilan c¢alismalar sonucu saptanmistir

(Rundall ve ark., 2004).

1.4. Tezin Amaci

Bor dogada bulunan en degerli elementlerden birisidir. Saglik alaninda hiicrelerin
enerji metabolizmasim1 diizenledigi, birgok enzimi indiikledigi ve viicudun
savunmasint kuvvetlendirdigi bilinmektedir. Ayrica borun hastalik olgularinda
(karaciger hasar1 ya da kanser terapisinde radyoloji alaninda kullanilmasi gibi)

viicuttaki hasarlara kars1 koruyucu etkisinin bulundugu da belirlenmistir.

16



Bu tez ¢alismasinda borun diyette yoklugu, diisiik, marjinal ve normal miktarda
bulunmasinin gebelik siirecinde etkili olan karaciger NF-kB, Tnf-a ve IL-6 mMRNA

ekspresyonu iizerine etkisi in vivo olarak belirlenecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Hayvan Materyali

Tez calismasi kapsaminda 100-200 g agirligindaki 15 adet Sprague Dawley Irki disi
rat kullanilmistir. Ratlar Afyon Kocatepe Universitesi Laboratuvar Hayvanlar
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir. 25 °C sicaklikta ve % 5045
nemli odalarda barindirilan ratlarin su ve yemleri her giin degistirilerek ve ad libitum
olarak verilmistir. Calisma i¢in Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan onay alinmistir

(AKUHADYEK-513-15 referans nolu 49533702/109 sayil1 arastirma).

2.1.2. Deneysel Asama

Calismanin in vivo denemesi i¢in; siitten kesilmis ve kuru yem yemeye baslamis 2
haftalik disi ratlar her grupta 3 rat olacak sekilde kontrol negatif (islem gormiis-bor
icermeyen yem), kontrol pozitif grup (islem gérmemis yem), 6zel olarak hazirlanmig
bor igermeyen yemlere ek olarak gastrik gavajla bor normal grup (2 pg B/ml), bor
marjinal grup (0,3 ug B/ml), ve bor disik grup (0,04 pg B/ml) miktarlarda bor
verilmek iizere ratlar 5 gruba ayrilmistir. Iki hafta boyunca bor iceren diyetler ile
beslenmis olan disi ratlara 25-30 IU gebe kisrak serumu gonodotropin (PMSG)
yaptlmistir. 24 saat sonra da insan 30 IU serum gonodotropin (HCG) hormonlari
yapilmis ve erkek ratlar ile giftlestirilmek tlizere bir araya birakilmistir. Ciftlesmis olan
ratlar yem yemeye devam etmisler ve ¢iftlesmeden sonra gebeligin 10., 15. ve 20.
giinlerinde gebe ratlarin Karacigerlerin toplanmasi yapilmistir. Bu ratlardan elde edilen
dokular NF-kB, TNF-o ve IL-6 mRNA diizeylerine bakilmak {izere calismada

kullanilmastir.
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2.1.3. Bor Diyetinin Hazirlanmasi

Tablo 2.1. Bor diyeti i¢indekiler

ICINDEKILER (g/kg) KONTROL DUSUK MARJINAL  NORMAL
1. Bor (gastrik gavajla) - 0.04 0.318 1.908
2. Asit ile yikanmig misir 743.44 743.4 743.082 741.492
3. Vitaminden yoksun 140 140 140 140
kazein

4. Trace mineral karisimi 10 10 10 10

5. Makro mineral karigimi 25.4 25.4 25.4 25.4

6. Vitamin karigimi 4 4 4 4

7. Misir yagi 75 75 75 75

8. DL-alfa tokoferol 0.2 0.2 0.2 0.2

9. Kolin bitartarat 2 2 2 2

1.Bor; gastrik gavajla bor verilerek elde edilen son konsantrasyonlardir.

2. Asitile ytkanmis musir; misirlar 2,8 litre 2 N HCl ile 30 dk yikanmus, tistteki kisimlar

atilmis ve daha sonrasinda 1,2 litre deiyonize su ile 3 sefer art arda yikanmistir.

Yikandiktan sonra 48 saat boyunca 75 °C de kurutma islemi tamamlanmistir. Yemler

kurutma sonrasi diyete eklenmek i¢in hazir hale gelmistir.

3. Vitaminden yoksun kazein

4 Trace mineral karisimi (g/kg): asitle yikanmis musir, 8,497; NaCl, 0,0450;
Zn(CH3C00)..2H-0, 0,0350; CuS04.5H-0, 1,3000; (CH3COO)Mn-4H-0, 0,0340;
iron silgi, 22 ¢aph, 0,0240; Na20sSi.9H.0O, 0,0510; NaHAsO4.7H.O, 0,0050;
(NH4)6M07024.4H,0, 0,0003; (CH3CO2)7Cr3(OH)2, 0,0020; NiCl,, 0,0020; NaF,
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0,0020; KI, 0,0005; NH4V O3, 0,0002; Na2SeO3.5H-0, 0,0003 ve 3,5 g demir tozu (26

mL distile suda hazirlanmis olan 6 mol/L HCI kullanilarak ¢ozdiiriilmistiir).

5. Makromineral karisimi (g/kg): (CH3COQ)2Mg.4H:0, 4,4; KC, 4,0; CaHPO4, 17,0.

6. Vitamin karisimi (g/kg): D-dekstroz, 3,7855; inositol, 0,050; D pantotenik asid,
0,016; nikotinik asit, 0,030; riboflavin, 0,027; thiamine-HCI, 0,010; piridoksin-HCI,
0,015; vitamin B12 (% 0,1’lik mannitoldeki ¢ozeltisi), 0,050; 1-5
dihidroksikolekalsiferol (400,000 1U/g), 0,005; retinil palmitat (500,000 1U/qg),
0,0025; para-aminobenzoik asid, 0,002; D-biotin, 0,005; folik asid, 0,001; menadion,
0,001.

7. Masir yagi

8. DL-alfa tokoferol

9. Kolin bitartarat ( Bourgeois ve ark., 2007)

2.2. YONTEM

2.2.1. RNA izolasyonu

Alman Ornekler kriyo tiiplere konularak sivi azot i¢inde dondurulmustur. Biitlin
ornekler RNA izolasyonuna kadar -80 °C* de saklanmistir. Gebe ratlardan alinan

karaciger doku 6rnekleri -80 °C* den ¢ikarilmis ve RNA izolasyonunun yapilmasi ig¢in
GeneJet RNA Purification Kit (Thermo Scientific, K0732 ) kullanilmistir. Bu Kit
protokoliine gére RNA eldesi i¢in:

1. 30 mg doku RNaz free tiipler igerisinde tartilmistir.
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2. Daha sonra iizerlerine 300 ul lysis buffer soliisyonu eklenmistir. Plastik havan ile

tiipiin igerisinde 10 sn preslenerek parcalanmistir.

3. Mikrosantrifiij tiiplerine 600 pul Proteinaz K soliisyonu eklenerek, 24,5 °C* de 10 dk

inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyondan sonra 10 dk, 4 °C* de 12.000 g’ de santrifiij edilmis ve siipernatant
yeni RNAz free tiiplere aktarilmistir.

5. Uzerlerine 450 ul etanol (%96-100) eklenerek pipetlenmistir.
6. Bu karisimdan 700 pl alinarak fitreli kolon tiiplere aktarilmistir.

7. 1dk, 4 °C * de, 12.000 g’ de santrifiij edilmis ve tiipiin alt kism1 dokiilerek, kolon

tiiplerin iist kismina kalan karigim konulmustur.

8. Tekrar 1 dk, 4 °C* de, 12.000 g’ de santrifiij edilmistir.

9. 700 pl wash buffer-1 den bu kolona eklenmistir.

10. 1 dk, 4 °C‘de, 12.000 g’ de santrifiij edilmis ve tiipiin altindaki s1v1 dokiilmiistiir.
11. Kolona 600 pl wash buffer-Il den eklenmistir.

12. 1 dk, 4 °C*de, 12.000 g’de santrifiij edilerek tiipiin alt kismindaki s1vi dokiilmiistiir.
13. Daha sonra tekrar kolona 250 pul wash buffer-11 den eklenmistir.

14.2 dk, 4 °C “ de, 12.000 g’ de santrifiij edilmis ve kolon RNaz free ependorf tiiplere

aktarilmistir.
15. 100 pl niikleaz free su eklenmis ve. 5 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

16. 2 dk, 4 °C* de, 12.000 g’ de santrifiij edilmistir.
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17. Daha sonra tekrar 1 dk, 4 °C* de ve 12.000 g’ de santrifiij edilmistir.

18. izole edilen RNA’ lar -80 °C* de saklanmak iizere kaldirilmustir.

2.2.1.1. RNA’larin Kalite Kontrolii

izole edilen total RNA’lar kalite ve miktar agisindan degerlendirilmek iizere hem
Multiskan Go (Thermo Scientific) cihazi ile hem de Qubit RNA HS Assay Kiti
(Thermo Fisher, Q32855) kullanilarak Qubit 2.0 Florometre (Invitrogen) cihaziyla

Olciilmiistiir. RNA/DNA orani 1,7 ve lizeri olanlar ¢calismada kullanilmistir.

2.2.1.2. DNAz Uygulamasi

RNA'’lardan DNA’y1 uzaklastirabilmek i¢in; 1 pg total RNA, 1 ul MgCl2 igeren 10X
Reaksiyon Soliisyonu, 1 ul RNaz free DNaz | (Thermo Scientific, EN0525) eklendi ve
DEPC (dietilpirokarbonat) ile muamele edilmis su eklenerek toplam hacim 10 ul’ye

tamamlanmistir. Karisim 30 dakika 37°C inkiibe edilmistir.

2.2.2. cDNA Eldesi

RevertAid H Minus Single Strand cDNA sentez kiti (Thermo Scientific, # K1632)
kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Bu kitin protokiiliine gore:

1. DNaz uygulanmis olan 10 pl RNA bulunan tiipe, 1 ul 50 mM EDTA eklenerek 10
dk siireyle 65 °C’de inkiibe edilmistir.
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2. Daha sonra tek zincir cDNA sentezi i¢in tiiplere 1 ul Oligo (dT)1s ilave edilmis ve
5 dakika 65°C’de inkiibe edilmistir.

3. Tiiplere sirasiyla 4 pl 5X reaksiyon soliisyonu, 1 pl RiboLock RNaz inhibitorii (20
u/ul), 2 ul 10Mm dNTP karisimi ve 1 pl RevertAid H Minus M-MuL V Revers
Traskriptaz (200 u/ul) eklenerek, karistirtlmistir.

4. Cok kisa bir siire santrifiij edildikten sonra 42°C’de 60 dakika ve 70°C’de 5 dakika

inkiibe edilmistir.

5. Sonra sentezlenen cDNA’lar -80 °C’ye kaldirilmigtir.

Tablo 2.2. Real Time PCR analizinde kullanilan primerler

Gen Oligoniikleotid Dizisi Uriin Boyutu Gen Bankasi
(bg) No
B-actin F GAGGGAAATCGTGCGTGACAT 452 NM_031144,3
R ACATCTGCTGGAAGGTGGACA

Tnf-a F CCACGTCGTAGCAAACCACCAAG 358 NC_005119,4
R CAGGTACATGGGCTCATACC

NF-kB F ACCTGAGTCTTCTGGACCGCTG 472 NM_001276711,1
R CCAGCCTTCTCCCAAGAGTCGT

IL-6 F GGAGTTCCGTITTCTACCTGG 275 M26744,1
R GCCGAGTAGACCTCATAGTG

2.2.3. Real Time PCR

Ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliligi daha iyi gorebilmek icin cDNA’lar 1/4
oraninda azalan oranda sulandirilarak Real Time PCR analizi yapilmis ve ekspresyon
diizeyinin belirlenecegi en iyi sulandirma orani tespit edilmistir. Tiim genlerde

cDNA’lar i¢in en iyl sulandirma orani 1:10 olarak belirlenmistir. cDNA’lar

23



sulandirilarak analize kadar —80°C de saklanmistir. Se¢ilmis olan genlerin ve
housekeeping genin (B-actin) ekspresyonu i¢in 5 grup iizerinden alinan karaciger
ornekleri LightCyler 480® Il Real Time PCR cihaz1 kullanilarak incelenmistir.
Herhangi bir islem yapilmayan ve 6zel olarak hazirlanmis bor icermeyen yem ile

beslenen grup kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Calismada B-actin, Tnf-o, NF-kB ve IL-6 genlerine 0zgii primerler
sentezlenmistir. Real Time PCR teknigiyle Maxima SYBR Green qPCR Master
karisimi kullanimiyla ¢cDNA’lar ¢ogaltilmistir. Amplifikasyon sirasinda DNA’ ya
baglanan SYBR Green miktarlart florimetrik deteksiyon filtresi ile olgiilmiistiir.

Olciimlerdeki floresans 1s1ma DNA iiriinii ile orantil1 olarak belirlenmistir.

Her 12,5 pl PCR reaksiyonu igin, 1:10 oraninda sulandirilmis tekrar 1/5
oraninda sulandirilan 5 pul cDNA, 6,25 ul SYBR Green Master Mix (Maxima SYBR
Green qPCR Master Karigimi ve Rox soliisyonu ), 0,375ul forward primer, 0,375 ul
reverse primer ve 0,5 pl distile su eklenmis ve hazirlanan 6rnekler Real Time PCR
cihazina yerlestirilmistir. DNA kontaminasyonunu belirlemek amaciyla her 6rnek ve
gen bolgesi i¢in melting curve analizi yapilmistir. Her 6rnek i¢in analizler 3 kez tekrar

edilmis ve istatistik analizlerde bu ii¢ tekrarin ortalamasi kullanilmistir.

Tablo 2.3. Caligilan genlere ait PCR kosullari

Baslangi¢ Ayrilma Ayrilma Yapisma Uzama

Gen Sicaklik Stre Dongli  Sicaklik Sire  Sicaklik Siire Sicakhk Stre Dongl
(°C) (dk) Sayisi (°C) (sn) (°C) (sn) (°C) (sn)

B-actin 95 10 1 95 15 58,5 30 72 30 40
Tnf-a 95 10 1 95 15 65 30 72 30 40
IL-6 95 10 1 95 15 60 30 72 30 40
NF-kB 95 10 1 95 15 70 30 72 30 40
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2.2.4. Agaroz Jel Elektrofez

Real Time PCR’ dan elde edilen sonuglar agaroz jel elektroferezi ile goriintiilenmistir.
Agaroz jel; 1 g agaroz ve 50 ml 1xTAE (Tris asetat EDTA) ile hazirlandiktan sonra
karisim kaynatilarak agaroz ¢oziindiirtilmiistiir. Agaroz sogutulduktan sonra igerisine
2 ul RedSafe (renklendirme soliisyonu) eklenerek, karstirilmis ve uygun sicakliga
getirilmistir. Daha sonra ise karigim kaliba dokiilerek 1 saat kadar donmasi
beklenmistir. Agaroz donduktan sonra c¢cDNA Ornekleri yiikleme boyasi ile
karistirtlmis ve kuyucuklara eklenmistir. Kosturma islemi ise Thermo Electron
Corporatin 4000P Power Supply kullanilarak 7 V/ecm’da 1 saat siireyle yapildiktan

sonra Jel Goriintiileme ve Analiz Sistemiyle 6rnekler goriintiilenmistir.

2.2.5. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Ayrilma, primer yapismasi (anneling) ve zincir uzatma (extention) olmak {izere li¢
basamaktan olusan amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon
egrilerine ait Ct degerlerinden faydalanarak, genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin
nisbi degisimleri 224 metoduyla hesaplanmustir (Pfaffl, 2001). Bu hesaplama igin;
AACt = (Cthedef gen — Clbeta actin)denek grubu — (Cthedef gen — Clbeta actin)kontrol grubu
formiiliinden faydalanilmistir. Hesaplanan deger her bir gen icin 222t formiiliinde
yerine konulmus ve mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artig seklinde
belirlenmistir. Endojen kontrol (house-keeping gene) olarak beta aktin geni
kullanilmis ve her bir Ornege ait beta aktin gen diizeyine gore diger genlerin

ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon) uygulanmustir.
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2.2.6. Yem Orneklerinde Bor Analizi

Tez calismasi igin kullanilan yem orneklerinde herhangi bir olumsuzluga neden
olmamasi i¢in bor miktar1 analizleri TUBITAK-MAM’da bulunan ICP-OES ile
gergeklestirilmistir.

2.2.7. istatistiksel Analiz

Arastirmadan elde edilen sonuglar, SPSS 20.0 istatistik paket programinda tek yonlii
ANOVA testi uygulanarak yapilmustir. Istatistiksel fark bulunan sonuglara Duncan
testi uygulanmis, veriler "ortalama + standart sapma" olarak ifade edilmistir.

Istatistiksel anlamlilik i¢in p < 0,05 kabul edilmistir.
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3.1. RNA Konsantrasyonu ve Kalitesi

3. BULGULAR

Ratlarin karaciger dokularindan izole edilen RNA’larin saflig1 6l¢iilmiis ve 1,7 ve lizeri

emilim oranina sahip olan ornekler tercih edilmistir. Tablo 3.1°de gruplara gore elde

edilen ortalama RNA miktarlar1 gosterilmistir.

Tablo 3.1. Gruplardan izole edilen RNA miktarlari

Giinler Gruplar RNA miktarlari (ng/ml)
Kontrol negatif 373
Bor normal 276
2
8 Bor marjinal 361
8 Bor dusik 368
Kontrol pozitif 338
Kontrol negatif 850
Bor normal 407
2
D Bor marijinal 277
9
ﬂ Bor dislik 276
Kontrol pozitif 515
Kontrol negatif 250
Bor normal 351
2
Huo ) .. 222
] Bor marjinal
8 Bor duslik 445
Kontrol pozitif 296
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3.2. Borun Tnf-a Gen Ekspresyon Diizeyine EtKkisi

Tnf-o gen ekspresyonunun analizinde, gebeligin 10. 15. ve 20. giinlerinde gebe
ratlardan alinmisg olan karaciger dokularindan elde edilen RNA ve cDNA ile
hazirlanmis olan 6rneklerin amplifikasyonu yapilarak analiz edilmistir ve agaroz jel
elektroferezi ile goriintiilenmistir. Tnf-a’nin gebeligin 10. 15. ve 20. giinlerindeki

gruplar arasindaki ekspresyon diizeyleri sirasiyla sekil 3.1, 3.2 ve 3.3’ te gosterilmistir.
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Sekil 3.1. 10 giinliik gebe ratlarin karaciger dokusundaki Tnf-o ekspresyonlari
A: Agaroz jel elektroferez goriintiileri B: Tnf-a mRNA diizeyleri

Gebeligin 10. giiniinde alinan karacigerlerden yapilan analizler sonucunda,

Tnf-o MRNA diizeyleri islem gérmiis bor icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif

grubuyla karsilastirildiginda bor normal grupta -3,44+0,12, bor marjinal grupta -1,09

29



+0,03, bor diisiikk grupta -0,23+0,01 misli, kontrol pozitif grubunda ise -8,38+1,07
misli azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Bu sonuglara gore bor verilen
gruplarda dozlardaki artisa bagli olarak Tnf-a ekspresyon diizeylerinin azaldigi, bor
icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif grubunda ise Tnf-o ekspresyonunun arttigi

belirlenmistir.

(A)
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Z
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Sekil 3.2. 15 giinliik gebe ratlarin karaciger dokusundaki Tnf-o ekspresyonlari
A: Agaroz jel elektroferez goriintiileri B: Tnf-a mRNA diizeyleri

Gebeligin 15. giiniinde alinan karacigerlerden yapilan analizler sonucunda,
Tnf-a mRNA diizeyleri islem gormiis bor igermeyen yem ile beslenen kontrol negatif
grubuyla karsilagtirildiginda bor normal grupta -99,66+15,56, bor marjinal grupta
-15,08+2,64, bor diisiik grupta -2,30+0,17 misli, kontrol pozitif grubunda ise -237,86
432,95 misli azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Bu sonuglara gore bor verilen

gruplarda dozlardaki artisa bagl olarak Tnf-a ekspresyon diizeylerinin azaldigi, bor

30



igermeyen yem ile beslenen kontrol negatif grubunda ise Tnf-a ekspresyonunun arttigi

belirlenmistir.

(A)

10,00

0,00

-10,00

-20,00

-30,00

-40,00

-50,00

-60,00

negatif

marjinal 20gin

S

Sekil 3.3. 20 giinliik gebe ratlarin karaciger dokusundaki Tnf-o ekspresyonlart.
A: Agaroz jel elektroferez goriintiileri B: Tnf-o mRNA diizeyleri

(B)

Gebeligin 20. gilinlinde alinan karacigerlerden yapilan analizler sonucunda,

Tnf-oa mRNA diizeyleri islem gérmiis bor icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif

grubuyla karsilastirildiginda bor normal grupta -19,53+5,61, bor marjinal grupta
-7,09+2,90, bor diisiik grupta -1,59+0,33 misli, kontrol pozitif grubunda ise -51,95

+13,88 misli azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.001). Bu sonuglara gore bor verilen

gruplarda dozlardaki artisa bagl olarak Tnf-a ekspresyon diizeylerinin azaldigi, bor

icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif grubunda ise Tnf-a ekspresyonunun arttigi

belirlenmistir.
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3.3. Borun IL-6 Gen Ekspresyon Diizeyine Etkisi

IL-6 gen ekspresyonunun analizinde, gebeligin 10. 15. ve 20. giinlerinde gebe

ratlardan alinmis olan karaciger dokularindan elde edilen RNA ve cDNA ile

hazirlanmis olan 6rneklerin amplifikasyonu yapilarak analiz edilmistir ve agaroz jel

elektroferezi ile goriintiilenmistir. IL-6" nin gebeligin 10. 15. ve 20. giinlerindeki

gruplar arasindaki ekspresyon diizeyleri sirasiyla sekil 3.4, 3.5 ve 3.6’da gosterilmistir.
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Sekil 3.4. 10 giinliik gebe ratlarin karaciger dokusundaki IL-6 ekspresyonlari.

A: Agaroz jel elektroferez goriintiileri B: IL-6 mRNA diizeyler

(B)

Gebeligin 10. giiniinde alinan karacigerlerden yapilan analizler sonucunda,

IL-6 mRNA diizeyleri islem gérmiis bor icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif

grubuyla karsilagtirildiginda bor normal grupta -52,08+8,85, bor marjinal grupta
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-24,46+5,78, bor diisiik grupta -7,96+2,46 misli, kontrol pozitif grubunda ise -294,70
430,02 misli azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Bu sonuglara gore bor verilen
gruplarda dozlardaki artisa bagli olarak IL-6 ekspresyon diizeylerinin azaldigi, bor
icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif grubunda ise IL-6 ekspresyonunun arttigi

belirlenmistir.
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Sekil 3.5. 15 giinliik gebe ratlarin karaciger dokusundaki IL-6 ekspresyonlari.
A: Agaroz jel elektroferez goriintiileri B: IL-6 mRNA diizeyleri

Gebeligin 15. gilinlinde alinan karacigerlerden yapilan analizler sonucunda,
IL-6 mRNA diizeyleri islem gormiis bor igermeyen yem ile beslenen kontrol negatif
grubuyla karsilastirildiginda bor normal grupta -52,76+9,28, bor marjinal grupta
-15,80+4,27, bor diisiik grupta -2,29+0,39 misli, kontrol pozitif grubunda ise -88,26
+12,29 misli azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Bu sonuglara gore bor verilen

gruplarda dozlardaki artisa bagli olarak IL-6 ekspresyon diizeylerinin azaldigi, bor
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icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif grubunda ise 1L-6 ekspresyonunun arttigi

belirlenmistir.
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Sekil 3.6. 20 giinliik gebe ratlarin karaciger dokusundaki IL-6 ekspresyonlari.
A: Agaroz jel elektroferez gortintiileri B: IL-6 mRNA diizeyleri

(B)

Gebeligin 20. giiniinde alinan karacigerlerden yapilan analizler sonucunda,

IL-6 mRNA diizeyleri islem gormiis bor igermeyen yem ile beslenen kontrol negatif

grubuyla karsilagtirildiginda bor normal grupta -77,96+12,16, bor marjinal grupta
-20,24+6,33, bor diisiik grupta -10,17+3,31 misli, kontrol pozitif grubunda ise -513,93

+62,23 misli azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Bu sonuglara goére bor verilen

gruplarda dozlardaki artisa bagl olarak IL-6 ekspresyon diizeylerinin azaldigi, bor

igcermeyen yem ile beslenen kontrol negatif grubunda ise IL-6 ekspresyonunun arttigi

belirlenmistir.
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3.4. Borun NF-kB Gen Ekspresyon Diizeyine EtKisi

NF-kB gen ekspresyonunun analizinde, gebeligin 10. 15. ve 20. giinlerinde gebe
ratlardan alinmis olan karaciger dokularindan elde edilen RNA ve cDNA ile
hazirlanmis olan 6rneklerin amplifikasyonu yapilarak analiz edilmistir ve agaroz jel
elektroferezi ile goriintiilenmistir. NF-kB’ nin gebeligin 10. 15. ve 20. giinlerindeki

gruplar arasindaki ekspresyon diizeyleri sirasiyla sekil 3.7, 3.8 ve 3.9°da gosterilmistir.
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Sekil 3.7. 10 giinliikk gebe ratlarin karaciger dokusundaki NF-kB ekspresyonlart.
A: Agaroz jel elektroferez goriintiileri B: NF-kB mRNA diizeyleri

Gebeligin 10. giiniinde alinan karacigerlerden yapilan analizler sonucunda,
NF-kB mRNA diizeyleri islem gérmiis bor icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif
grubuyla karsilastirildiginda bor normal grupta -3,36+0,66, bor marjinal grupta
-1,02+0,08, bor diisiik grupta -0,12+0,27 misli, kontrol pozitif grubunda ise -13,35

+1,49 misli azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Bu sonuglara gore bor verilen
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gruplarda dozlardaki artisa bagh olarak NF-kB ekspresyon diizeylerinin azaldigi, bor

icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif grubunda ise NF-kB ekspresyonunun

arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.8. .15 giinliik gebe ratlarin karaciger dokusundaki NF-kB ekspresyonlari.
A: Agaroz jel elektroferez goriintiileri B: NF-kB mRNA diizeyleri

(B)

Gebeligin 15. gilinlinde alinan karacigerlerden yapilan analizler sonucunda,

NF-kB mRNA diizeyleri islem gérmiis bor icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif

grubuyla karsilastirildiginda bor normal grupta -1,21+0,20, bor marjinal grupta

-0,7140,37, bor diisiik grupta -0,30+0,16 misli, kontrol pozitif grubunda ise -3,99

+0,38 misli azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Bu sonuglara gore bor verilen

gruplarda dozlardaki artisa bagli olarak NF-kB ekspresyon diizeylerinin azaldigi, bor

icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif grubunda ise NF-kB ekspresyonunun

artt1g1 belirlenmistir.
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Sekil 3.9. 20 giinliikk gebe ratlarin karaciger dokusundaki NF-kB ekspresyonlart.
A: Agaroz jel elektroferez goriintiileri B: NF-kB mRNA diizeyleri

Gebeligin 20. gilinlinde alinan karacigerlerden yapilan analizler sonucunda,
NF-kB mRNA diizeyleri islem gormiis bor icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif
grubuyla karsilastirildiginda bor normal grupta -2,60+0,77, bor marjinal grupta
-1,22+0,15, bor diisiik grupta -0,33+0,15 misli, kontrol pozitif grubunda ise -7,18+0,88
misli azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Bu sonuglara gore bor verilen
gruplarda dozlardaki artiga bagli olarak NF-kB ekspresyon diizeylerinin azaldigi, bor
icermeyen yem ile beslenen kontrol negatif grubunda ise NF-kB ekspresyonunun

arttig1 belirlenmistir.
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3.5. Bor Analiz Bulgulari

Ratlara verilen bor igermeyen diyet ve islem gormemis yem orneklerindeki bor
miktari; iglem gérmemis gruba verilen yemlerde bulunan bor igerigi 0,265 ve 0,666
mg/kg, hazirlanan diyette bulunan bor igerigi ise <0,018 mg/kg olarak belirlendi.
Degerler incelendigi zaman, Ozellikle 6zel olarak hazirlanan diyette bulunan bor
mitariin ¢ok diisiik olmas1 diyetin galisma i¢in uygun oldugunu gostermistir. Ayrica
caligmada verilen bor miktarlarina ilave bir etki yapmadigini da gostermektedir.
Hayvanlara igme suyu olarak ise dnceden analiz edilen ve igerisinde bor igermedigi

tespit edilen deiyonize su verilmistir.
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4. TARTISMA

Tiimor nekrozis faktér-o (Tnf-o) karacigerde onemli bir fonksiyona sahiptir. Bu
karacigerdeki hepatositlerin normal olarak proliferasyonunda gereklidir. Hem
komitojen hemde NF-kB’nin transkripsiyonunda fonksiyon almaktadir. Diger taraftan,
bircok hayvan modelinde konkanavalin A and lipopolisakkarid ile olusturulan
hepatotoksisitede mediyator olarak rol oynamaktadir. Ayrica karaciger hastaliklar1 ve
viral hepatitis gibi hastaliklarda ©nemli bir patojenik mediyatdr olarakta
degerlendirilmektedir (Cynthia ve ark., 1998). Tnf-a ve IL-1 gibi yangisal sitokinler
NF-kB nin hizli translokasyonuna neden olurlar. Lokosit adezyon molekiilleri,
kemokinler, hemapoetik biiylime faktorleri gibi yangisal cevaplari igeren genler NF-
kB ile regiile edilirler. Boylece NF-kB, Tnf-o nin anahtar mediyatériidiir ve yanginin
Onlenmesi veya terapotik romatoid artirit gibi yangisal hastaliklarin tedavisel
yaklasiminda 6nemli hedef noktalardan birisidir (Beg ve Baltimore, 1996). IL-6, HGF,
Tnf-a ve Tgf-p gibi diger faktorlerle beraber karaciger rejenerasyonunda énemli bir
rolii olan sitokindir (Galun ve ark., 2000). Ozellikle kronik karaciger hastaliklarinda,
hastalig1 mekanizmasinin anlasilmasinda klinik ve laboratuvar parametrelerin baginda

gelmektedir (Tilg ve ark., 1992).

Birgok maddeye karst duyarlilik veya metabolizma fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde cinsiyet farklilig1 en onemli etken olmaktadir. Alkolik karaciger
hasarmin kadinlarda daha siddetli ve hizli gelistigi, bunun bir 6rneginin bildirildigi
calismada, 4 hafta alkol verilen erkek ve disi ratlarin karacigerlerindeki MCP-1 ve
MIP-2 semokinler ile NF-kB aktivasyonunun arttigi belirtilmistir. (Nanji ve ark.,
2001). Kono ve ark., (2000) yaptiklar1 ¢alismada diyetlerine alkol ve yag katilarak
karaciger hasari1 olusturulan erkek ve disi ratlarda, CD14 kupffer hiicrelerinde Tnf-a
ve NF-kB mRNA ekspresyonlariin arttigi, Tnf-o diizeyinin disilerde erkeklerden 3
kat daha fazla eksprese oldugunu rapor etmislerdir. Boylece NF-kB ekspresyonunun
aktive olmasinin Tnf-a mRNA ekspresyonunun artigina ve sonugta karaciger hasarinin
sekillenmesine yol ac¢tigi bildirilmistir. Sizofreninin hem gebe ratlarda hemde

yavrularinda olusturabilecegi etkilerinin arastirildigi ¢alismada, 18. giin gebe ratlara

39



bakteriyel endotoksin lipopolisakkarid (*?°I-LPS) uygulanmasi ile hem gebelerde
hemde f6tuslarda inflamasyon sitokinlerin seviyeleri analiz edilmistir. Calismada Tnf-
a, IL-1B ve IL-6 diizeylerinin plazma ve plasentada yiiksek seviyede oldugu

belirlenmistir (Ashdown ve ark., 2006).

Diyetle alinan borun fizyolojik miktarlart insan ve hayvanlarda metabolik
olaylarin gelismesinde yararli bir etkiye yol agmaktadir (Hunt ve ldso, 1999). Ozellikle
yangl ve yangisal sitokinler iizerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ornegin
formaldehidle romatoid artrit olusturulan ratlara 10 mg/kg miktarda borun
verilmesinin pozitif bir etki olusturdugu, boylece antiartritik ve antipiretik etkilere
sahip oldugu belirtilmistir (Shah ve Vohora, 1990). Borun fizyolojik 6neminin
arastirildigi bir baska ¢alismada; Ince ve ark., (2015) ilk kez borun embriyo gelisimine
ve gelisiminde rol oynayan Hex, Nanog ve Oct-4 erken embriyonik genlerinin mRNA
diizeyleri iizerine etkisinin in vivo olarak belirlenmesi amaciyla yaptiklari ¢alismada,
erken embriyonik genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin bor ile beslenen gruplarda
arttig1 ve beslenmeyen gruplarda ise diisiik seviyede oldugu belirtilmistir. Ayrica,
embriyolarin morfolojik gelisim parametrelerinin bordan eksik diyetle beslenen grupta
bor verilen gruplara kiyasla istatistiksel olarak azaldigi belirlenmis, histopatolojik
olarak incelemede bor ile beslenen gruplarda fotal gelisimde doku ve organlarin daha
net sekillendigi rapor edilmistir. Calismada, bordan yoksun beslenmede in vivo
embriyo gelisimde rol alan erken embriyonik genlerin ekspresyonlarinin azaldigi ve

borun f6tal gelisimin sekillenmesinde 6nemli rol oynadigi sonucu ifade edilmistir.

Cao ve ark., (2008) borik asidin yangisal diizeydeki etkisini arastirdigi
calismada, lipopolisakkarid ile indiiklenen thiol bagimli mekanizma ile THP-1
hiicrelerinde Tnf-a olusumu iizerine borik asidin inhibe edici etkisini belirlemislerdir.
Yapilan bir diger ¢aligmada, 3-metilkolatren (3-MC) uygulanan siganlarda boraksin
(300 mg/L/giin) inflamasyon gostergeleri, hematolojik parametreler ve total oksidan -
antioksidan durumlar tlizerine etkileri arastirilmis, ¢alisma sonunda kan analizlerinde,
diger gruplarla karsilagtirildiginda 3-MC grubunda Tnf-a ve IL-1B seviyelerinin
istatistiksel onemde artis gosterdigi belirtilmistir. Ayrica ¢alisma sonunda belirtilen

dozda boraksin kullaniminin inflamasyon ve kanser gostergeleri olan Tnf-a, IL-1f3, IL-
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6 seviyelerini azaltabilecegi vurgulanmistir (Comba ve ark., 2016). Deneysel olarak
ratlarda asfeksi ve hipoksi ile olusturulan nekroze enterokolitis modeli tizerinde borik
asit ve 2-aminoethoxydiphenyl boratin etkisinin arastirildig1 ¢alismada, eneterokolitle
artan Tnf-a diizeyini borik asidin engelledigini, IL-6 diizeyinin ise her iki bilesik
tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir (Yazc ve ark., 2014). Ratlarda karaciger iskemi
ve replirfiizyonu tizerinde yapilan deneysel calismada borik asidin (200 mg/kg, i.p.)
antioksidan etkisinin degerlendirildigi c¢alismada, iskemi repiirfiizyonla yiikselen
serum Tnf-a ve IL-6 diizeylerinin borik asid uygulamasiyla azaldigi bildirilmistir
(Basbug ve ark., 2015). Karbontetrakloriirle (CCls) karaciger hasari olusturulmus
farelerde borik asidin koruyucu etkisinin degerlendirildigi ¢alismada, erkek albino
farelere periton i¢i borik asit (50, 100 ve 200 mg/kg) ve silimarin giinliik olarak 7 giin
boyunca ve 7. gin % 0,2’lik CCls’tin (10 mL/kg, ip) zeytinyagindaki ¢ozeltisi
verilmistir. Caligma sonunda borik asit uygulamasinin farelerin karacigerindeki
sitokrom P4502E1 ve beta hiicrelerinin aktivasyonuyla artan siirdiiriilebilir NF-kB
ekspresyonlarini iyilestirdigi, iNOS gen ekspresyonu iizerinde etki gostermedigi

vurgulanmigtir (Ince ve ark., 2012).

Bu belirtilen bilgiler 1s18inda; yapilan bu ¢alismada farkli miktarlarda bor
verilen ve hi¢ verilmeyen gebe ratlarin karacigerlerinden Tnf-o, IL-6 ve NF-kB
sitokinlerinin  MRNA ekspresyon diizeyleri arastirllmistir. Elde edilen veriler
incelendiginde, 10, 15 ve 20. giin gebe ratlarin Tnf-o, IL-6 ve NF-kB mRNA
ekspresyonlarinin bor verilmeyen grupta arttigi, borun artan dozlarina bagl olarak
ekspresyonlarin azaldig1 gozlenmistir. Bu durum borun antiinflamatuvar (Hall ve ark.,
1990: Benderdour ve ark., 1998) ve antioksidan etkisinden kaynaklanabilecegini, ayni
zamanda fizyolojik olaylarda metabolizma iizerinde diizenleyici etkisinden (Hunt ve

Idso, 1999) kaynaklanabilecegini akla getirmektedir.
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5.SONUC

Gelisen ve gelismekte olan teknoloji ve tipla beraber, saglik alaninda bir¢ok hastalik
olgusunda teshiste ve tedavide alternatif olarak baz1 maddelerin kullanimi1 s6z konusu
olabilmektedir. Ulkemiz bor yataklar1 bakimindan cok zengindir ve borun gerek sanayi
gerek saglik gibi birgok alanda kullaniminin arttirilmast ile ekonomik agidan da 6nemli
katkilar saglanabilecektir. Bu durumun da yapilan ve yapilmakta olan proje ve

caligmalarla gerceklestirilmesi biiyiik onem tasimaktadir.

Bu amaglar dogrultusunda yapilmis olan bu tez ¢aligmasinda borun diyette
bulunmasinin 6nemi ve gerekliligi belirlenmistir. Bordan yoksun diyetle beslenen
ratlarda NF-kB, Tnf-o ve IL-6 genlerinde mRNA ekspresyonlarinda artis sz

konusudur.

Elde etmis oldugumuz sonuclarin insan sagligina katkilarinin yaninda ¢iftlik
hayvanlarinin diyetlerinde de ek olarak bora yer verilebileceginin ve borun yem katk1

maddesi olarak da kullanilabilecegi belirlenmistir.
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OZET

Ratlarda Borun Gebe Hayvanlarda Karaciger NF-kB Tnf-a ve IL-6

Ekspresyonlar1 Uzerine Etkileri

Dogada birden c¢ok bilesigi bulunan borun, sanayi alaninda kullanilmasinin yaninda
bitkiler i¢in esansiyel bir element oldugu ve canlilarin metabolik, fizyolojik
olaylarinda etkin bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu ¢alisma da ilk kez borun gebe
hayvanlarda karaciger NF-kB, Tnf-a ve IL-6 mRNA ekspresyonlari iizerine etkisinin
in vivo olarak belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacla 15 disi rat kullanilmistir. In vivo
degerlendirmede disi ratlar her grupta 3 rat olacak sekilde kontrol negatif (islem
gormiis-bor igermeyen yem), kontrol pozitif (islem gérmemis yem), 6zel olarak
hazirlanmis bor icermeyen yemlere ek olarak gastrik gavajla bor normal (0,2 ug B/ml),
bor marjinal (0,3 ug B/ml), ve bor disiik (0,04 pg B/ml) miktarlarda bor igeren
diyetlerle beslenenler olmak iizere 5 gruba ayrilmistir. Disi ratlar 2 hafta boyunca
beslendi ve beslendikten sonra erkekler ile ¢iftlesmeye tabi tutulmustur. Ciftlesmeden
sonra gebeligin 10., 15. ve 20. giinlerinde karacigerler gebe ratlardan toplanmustir.
Karaciger NF-kB, Tnf-a ve IL-6 mRNA ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile
belirlenmistir. Buna gére mRNA ekspresyon diizeylerinin bor verilen gruplarda
dozlardaki artisa bagl olarak azaldigi, kontrol negatif grubunda ise arttigi tespit

edilmistir.

Anahtar kelimeler: bor, karaciger, NF-kB, Tnf-a, IL-6, rat
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SUMMARY

The Effects of Boron on NF-kB Tnf-a and IL-6 Gen Expressions in Pregnant Rats

Liver

Boron is present as constituent of several different compounds in nature. Besides its
industrial use, boron is an essential element and plays a very important role in the
physiology of plants. In this study, we aimed to determine the in vivo effects of boron
on liver NF-kB, Tnf-a and IL-6 mRNA expression on pregnant rats. Rats were divided
into 5 experimental groups containing 3 animals in each group. Experimental groups
are as follows; negative control (fed with feed containing no boron), positive control
(fed with ormal feed), normal boron group (fed with containing 2 pug boron/ml),
marginal boron group (fed with feed containing 0,3 pg boron/ml) and low boron group
(fed with feed containing 0,04 pg boron/ml). Female rats fed for two weeks and fed
after mating with the male. After mating, on the 10", 15" and 20" days of pregnancy,
livers were collected from pregnant rats. The expression levels of liver NF-kB, Tnf-a
and 1L-6 mRNA were determined by using Real Time PCR. Results showed that the
expression levels of liver NF-kB, Tnf-a and IL-6 mMRNA decreased with an increase
in boron concentrations in experimental groups, whereas the expression levels of liver

NF-kB, Tnf-a and IL-6 mRNA increased in control negative group.

Key words: boron, liver, NF-kB, Tnf-a, IL-6, rat
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