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ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the genotoxic effects in boron exposed humans. SCE
frequencies in boron exposed and control group were 7,28 + 1,60 and 9,50 + 1,83, respectively. SCE
frequencies in boron exposed individuals were significantly lower than the controls (Mann Whitney U- test,
p<0,05). The MN values in boron exposed individuals were also lower than the control group. Nevertheless
the difference between boron exposed humans and controls was statistically not significant (y’ test, p>0,05).
In spite of the statistical insignificancy, lower MN values were also observed in boron exposed group. When
these results were taken into consideration the decrease in SCE and MN values might be a reflection of a

protective effect of boron aganist DNA damage. However this suggestion surely needs further

investigation.
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OZET

Calismanmin amact bor maruziyetinin insanlar iizerindeki genotoksik etkilerini arastirmakti. Bora
maruz kalan bireylerde SCE frekanslart (7,28 + 1,60) kontrol grubuna (9,50 + 1,83) gére dnemli oranda
diigiiktii (Mann Whitney U- test, p<0,05). Benzer diisiis bora maruz kalan bireylerin MN degerlerinde de
gozlenmigstir. Ancak maruz grup (9,81 + 1,94) ile kontrol grubun (20,32 =+ 3,98) MN degerleri arasindaki
farkhilik istatistiksel olarak anlaml degildir ( testi, p>0,05). Bu sonuclar borun olusabilecek genetik
hasarlara karst koruyucu bir etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak daha fazla ¢alismalarin

vapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Bor, Bor Genotoksitesi, Lenfosit, Mikrogekirdek, Kardes kromatid degigimi.

GIRIiS
Kimyasal sembolii B ile tanimlanan bor elementi periyodik sistemin III. grubunun basinda
olup bu grubun metal olmayan yegane elementidir. Atom numarasi 5 ve atom agirlig:r 10,81 olan

bor elementi kiitle numaralar1 10 (10B %19,8) ve 11 (11B % 80,2) olan iki kararli izotoptan
olugmaktadir (1).

Dogada serbest olarak, baska bir deyisle elementel olarak bulunmayan bor elementi daima
oksijene bagli halde genellikle borat formu seklinde bulunan bor elementi (2) yer kabugunda,
atmosferde, denizde, toprakta, komiirde, yeralti ve yeriistli sularinda ve sedimentlerde yiiksek
oranda bulunmaktadir (3,4). Yeryiiziinde genis bir alana yayilmis halde bulunan bor elementi
dogada degisime ugramaz ve pargalanmaz. Ancak c¢evre kosullarina bagli olarak (nem, pH vb.)
spesifik formlarina doniigebilmektedir (1). Dogal olarak bor toprakta 5 — 150 ppm (2)
yerkabugunda ortalama 10 ppm, deniz suyunda 0,5 — 9,6 ppm arasinda olup ortalama 4.6 ppm, tatl
sularda <0,01-1,5 ppm (1) havada ise <0,5 -80 ng/m’ arasinda (ortalama 20 ng/m’) bulunur (5).

Insanlar tarafindan oral yolla alinan borun hemen hemen tamamu gastrointestinal yoldan hizli
bir sekilde absorbe edilir (5). Absorbe edilen bor, viicut sivilarinda pasif difiizyonla ¢ok hizli bir
sekilde dagilir (5). Bor oksijenle yaptig1 bag ¢ok giigliidiir (B-O). Bu bagin kopmasi igin ancak
laboratuar kosullar1 altinda saglanabilecek c¢ok yiiksek bir enerjiye (523 kj/mol) gereksinim
duyuldugundan borat bilesiklerinin insanlarda ve hayvanlarda metabolize olma olasilig1 ¢ok
diisiiktiir (4,6). Bor basta idrar olmak iizere ter, solunum, salya ve fecesle atilmaktadir. Bor,
viicuda hangi yolla alinirsa alinsin % 92 -96° s1 alindiktan 96 saat sonra hi¢ degismeden idrarla

atilmakta (1) ve 3 — 7 giin icinde de viicuttan tamamen elimine olmaktadir (2).
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Bor; kalsiyum, fosfor, vitamin D, magnezyum, molibden, aliiminyum gibi cesitli
mikronutrientlerin metabolizmasinda regulator bir rol oynamaktadir. Yapilan caligmalar borun
insan ve hayvanlar i¢in diyetle alinabilen esansiyel bir komponent oldugunu (7) ve insanlarin
giinde en az 1 mg bor almalar1 gerektigini gostermektedir (8). The Food and Nutrition Board of
The Institute of Medicine (2001) ve The Institute of Medicine (IOM, 2002) tarafindan da borun

yetigkinler tarafindan alinabilecek iist sinirin1 20 mg /giin olarak agiklamiglardir (9,10).

Insanlarda ve hayvanlarda borik asit kisa siirede viicuttan uzaklastirildigindan dolay1 toksik
etkisini yiiksek miktarda maruz kalindiginda gosterir (7,11). Borun tek doz olarak alindiginda
oldiiriicii olma olasiligi olduk¢a diisiiktiir. Ancak bireylerde kan dolasim bozuklugu ve bobrek

yetmezligi olmas1 durumunda yiiksek dozda bor alindiktan kisa bir siire sonra 6liim goriilebilir (7).

Borun genotoksik etkilerini arastirmak amaciyla yapilmis bircok standart genotoksisite ve
mutajenite testi vardir (Cizelge 1). Uygulanan standart genotoksisite ve mutajenite testleriyle borik
asidin bakteriyel ve memeli sistemlerde mutajenik ve genotoksik bir etkisi olmadigi sonucuna
ulasilmaktadir. Ancak bugiine kadar bor maruziyetinin insanlar iizerindeki genotoksik etkilerinin
yer aldig1 bir ¢alismaya rastlanmamistir. Caligmalarin biiylik bir ¢cogunlugu in vitro kosullarda ve
hiicre kiiltlirlerinde gergeklestirilmistir. Bora maruz kalan kisilerle yapilmig arastirma sonuglari

oldukea sinirlidir.

Cizelge 1. Borun genotoksik etkileri ile ilgili yapilmis caligmalar.

. KC S-9
Kimyasal Test Test Ortam Fraksiyonu Sonug Kaynak
Borik Asit Mutasyon testi Escherésdc_}:a Coli “negatif” 12
. . . Salmonella “« <
Borik Asit Mutasyon testi N +/- negatif’ 13
Typhimurium
Unscheduled DNA
Borik Asit sentezi lfe 314:02;:;12; . o 14
indiiksiyonu P negatif
Borik Asit Fare Lenfomq L5 178Y"Fare . 13
mutasyon testi lenfoma hiicreleri +/- “negatif”
Borik Asit | < omozom hasar | O Hiicrelerinde - “negatif’ 13
Borik Asit KKD Frekansi CHO Hiicrelerinde . 13
+/- “negatif”
Swiss-Webster
) ) ) Farelerinde, Kemik . o 15
Borik Asit MC testi iligi eritrositlerinde negatif’
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Yapilan bu calismada iilkemizde bor bakimindan olduk¢a zengin alanlarda yasayan
insanlardan alman kan o6rneklerinde borun genotoksik etkisi aragtirilmistir. Bu amagla yapilan
biyoizleme ¢aligmalarinda lenfosit hiicrelerindeki DNA hasar1 kardes kromatid degisimi (KKD) ve
mikrogekirdek (MC) yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Kan Orneklerinin Saglanmasi

Calismada kullanilan kan ornekleri Balikesir Valiligi’'nden alinan izin ile (31.12.2004,
15/21776) Balikesir’in Bigadi¢ bélgesinde yasayan insanlardan alinmistir. iskele ve yoresindeki
icme ve kullanma sularinda yiiksek oranda bor (1,55 — 20,8 mg /1) bulunmaktadir (16). Bu
bolgeden alinan kan oOrnekleri bora maruz kalan kisileri temsil etmektedir (n=38). Bademli
yoresindeki igme ve kullanma sularindaki bor konsantrasyonlar1 ¢ok diisiiktiir (0,07 — 0,2 mg/l)
(16). Bu bolgede yasayan insanlardan alinan kan 6rnekleri de kontrol grubunu temsil etmektedir
(n=38). Tim kanlar analiz edilene kadar (en ¢ok 24 saat) heparinli tiiplerde ve +4°C’de
bekletilmistir.

Kardes Kromatid Degisim (KKD) Analizi

KKD analizi i¢in, heparinli tiiplerde bulunan kandan 0.3 ml alinarak steril tiiplere aktarildi ve
iizerlerine % 12 fetal calf serum (Biological Industries, Ashrat, Israil) ve 0.25 ml L- glutamin-
penisilin-streptomisin (Sigma) icermekte olan 2.5 ml RPMI 1640 (Sigma) medyum ilave edildi.
Lenfositlerin boliinmesini uyarmak amaciyla 56 pl fitohemagliitinin ilave edildi ve 37 °C’de 24
saat siireyle inkiibe edildi. 24 siire sonunda 3 pl 5-bromo-2-deoksiiiridin (BrdU, Sigma) ilave
edildi ve 37 °C’deki inkiibatore kaldirildi. 68. saatte ise 75 pl kolsisin (0.4 pg/ml, Sigma) ilave
edildi ve yeniden 37 °C’deki inkiibatore kaldirildi. 72. saatte tiipler inkiibatrden alindi ve 2000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Tiipten iist faz 0.5 ml oluncaya kadar pellet atildi ve 37 °C’de
bekletilerek sitilan 0.075 M KCI ¢ozeltisi ile 5 ml’ye tamamlandi. 37 °C’deki inkiibatorde 15
dakika bekletildi. Ardindan 2000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Tiipte iist faz 1 ml oluncaya
kadar pellet atild1. Soguk carnoy’s ¢ozeltisi (3:1 oraninda metanol ve glasiyel asetik asit) ile hacim
5 ml’ye tamamlandi. 12-24 saat buzdolabinda bekletilerek 1. fiksasyon tamamlandi. Bu islem 2 kez
tekrarlandi. Son asamada 1.5 ml {ist faz birakildi. Hiicre siispansiyonu 6nceden deterjanla yikanmis

temiz lamlara yaklasik olarak 1 metre mesafeden damlatildi ve isiktan koruyarak kurumaya
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birakildi. Lamlar kuruduktan sonra Hoechst-Giemsa yontemine (18) gore boyandi. Her kan
numunesine karsilik gelen lamlarda 50 adet II. metafaz hiicresinde KKD sayildi. 50 adet II. metafaz
hiicresindeki kiriklarin ortalamasi alindi. Proliferasyon indeksini (PRI) bulmak i¢in I. metafaz (MI),

II. metafaz (MII) ve III. metafaz (MIII) hiicreleri toplam 100 hiicre olacak sekilde sayildi.
PRI= (1xMI+2xMII+3xMIII)/100 formiiliine gore PRI hesaplandi.
Mikrocekirdek (MC) Analizi

MC analizi i¢in, heparinli tiiplerde bulunan kandan 0.3 ml alinarak steril tiiplere aktarildi ve
iizerlerine % 12 fetal calf serum (Biological Industries, Ashrat, Israil) ve 0.25 ml L- glutamin-
penisilin-streptomisin (Sigma) icermekte olan 2.5 ml RPMI 1640 (Sigma) medyum ilave edildi.
Lenfositlerin boliinmesini stimule etmek amaciyla 56 ul fitohemagliitinin ilave edildi ve 37 °C’deki
inkiibatore kaldirilarak 72 saatlik inkiibasyon baslatildi. 44 saat sonra 15 pl sitokalasin -B (Sigma)
ilave edildi ve 37 °C’deki inkiibatore kaldirildi. 72. saatte 2000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Tiipte iist fazdan 0.5 ml oluncaya kadar pellet atild1 ve 37 °C’de bekletilerek 1sitilan 0.075 M KCl
¢ozeltisi ile 5 ml’ye tamamlandi. 37 °C’deki inkiibatorde 15 dakika bekletildi. Ardindan 2000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ust faz 1 ml oluncaya kadar atild1. Soguk carnoy’s ¢ozeltisi (3:1
oraninda metanol ve glasiyel asetik asit) ile hacim 5 ml’ye tamamlandi. Oda sicakliginda 20 dakika
bekletildi. 1. fiksasyon tamamlandi. islem 2 kez tekrarlandi. Son asamada 1 ml iist faz birakildu.
Hiicre siispansiyonu onceden deterjanla yikanmis temiz lamlara damlatilarak yayildi. Lamlar
1siktan korunarak kurutuldu. Lamlar kuruduktan sonra May-Griinwald Giemsa (Sigma) ile boyandi.
Her kan numunesine karsilik gelen lamlarda 1000 adet ¢ift c¢ekirdekli hiicre igindeki
mikrogekirdekler sayildi. Proliferasyon indeksini (CBPI) bulmak amaciyla bir ¢ekirdekli (MI), iki
cekirdekli (MII), ii¢ ¢ekirdekli (MIII) ve dort ¢ekirdekli (MIV) hiicreler toplam 500 hiicre olacak
sekilde sayildi.

CBPI=MI+ 2 (MII) + 3 (MIIl + MIV)/500 formiiliine gore CBPI hesaplandi.
Istatistiksel Analiz

KKD, MC ve proliferasyon indeksi degerleri arasindaki 6énem kontroliiniin yapilmasinda,
sirast ile Mann—Whitney U testi, ¢ testi ve Student- testi kullanilmustir. Sonuglar ortalama deger +
standart sapma olarak degerlendirilmistir. Analizler microsoft office excel 2003 ve SPSS for

Windows 11 programlari kullanilarak yapilmistir.
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SONUC VE TARTISMA

Yapmis oldugumuz ¢alismada igme ve kullanma sular1 (1,55 — 20,8 mg/1) yolu ile normalin
iizerinde bora maruz kalan kisilerin periferal kan lenfositlerindeki KKD ve MC sayilar tespit
edilmistir (Toplanan kisi sayis1 38’dir ancak degerlendirmeye alinan kisi sayisi bazi kan
niimunelerinin kullanilamamig olmasi nedeni ile KKD i¢in 35, MC i¢in 37°dir). Bu degerler, igme
ve kullanma sularinda diisilk oranda bor iceren yorelerde (0,07 — 0,2 mg/l) yasayan bireyler
arasindan secilen kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. (Bu yorelerden toplanan kisi
sayist 38 olup 1 niimunenin kullanilamamis olmasi nedeniyle degerlendirmeye alinan kisi sayist
KKD i¢in 37, MC i¢in 37’dir). KKD testinde maruz ve kontrol grubuna ait PRI degerleri sirasi ile
1,87 ve 1,77 olarak tespit edilmis ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamigtir
(p>0,05, Student t-test). MC yontemin uygulanmasi esnasinda, maruz ve kontrol grubuna ait CBPI
degerleri sirast ile 1,36 ve 1,19 olarak tespit edilmistir ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamistir (p>0,05, Student #-test). Kontrol ve maruziyet gruplar i¢in tespit edilen PRI
ve CBPI degerlerinin farkli olmamasi, kontrol ve maruziyet grubunun kan niimuneleri i¢in

uygulanan deney kosullarinin esdeger oldugunu gostermektedir.

Bora maruz kalan gruba ait kan niimuneleri (n= 35) ile kontrol grubuna ait kan niimuneleri
(n=37) igin tespit edilen ortalama KKD/Hiicre degerleri siras1 ile 7,28 = 1,60 ve 9,50 + 1,83’tiir.
Maruz grup ve kontrol grubun ortalama KKD/Hiicre degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (Mann-Whitney U-test, p<0,05). Kontrol grubunun ortalama KKD/Hiicre
degerleri, maruz gruba gore daha yiiksektir (Sekil 1).

12

10

KKD/Hiicre
»

Bor Maruziyeti Kontrol

Sekil 1. Maruz kalan grup ile kontrol grubunun ortalama KKD degerlerinin karsilastiriimasi (Bora
maruz kalan grup ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir; ¥*Mann-Whitney
U-test, p<0,05).
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Gruplarin MC degerlerine bakildiginda bora maruz kalan grup igin tespit edilen MC
degerleri 9,81 £ 1,94 olarak kontrol grubu icin ise 20,32 + 3,98 olarak tespit edilmistir. Her iki
grubun ortalama MC degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamis olmasina
ragmen kontrol grubunda gozlenen ortalama MC degeri, bora maruz kalan gruptan elde edilen

ortalama MC degerinden daha yiiksektir (Sekil 2).
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MG/1000 Cift gekirdekli hiicre

Bor Maruziyeti Kontrol

Sekil 2. Maruz kalan grup ile kontrol grubun ortalama MC degerlerinin karsilastirilmasi. (p>0,05,
x” test).

Caligmamizda yer alan bireyler arasindaki cinsiyet farkinin, yas farkinin, sigara kullanimi ve
ila¢ kullaniminin, elde edilen ortalama KKD ve MC degerleri iizerinde etkili olup olmadigi da
arastirllmigtir. Ancak bu faktorlerin, bu ¢alisma icin secilmis olan bireylerde gozlenen ortalama
KKD ve M(C degerleri iizerine olan etkilerinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlenmistir.
Buna gore, bora maruz kalan kisilerden elde edilen ortalama KKD ve MC degerlerinin kontrol
grubuna gdre diisiik olmasinin yukarida incelenen faktorlerden kaynaklanmadigi sonucuna
ulasilmaktadir. Yapilmis olan bu istatistiksel degerlendirmeler, igme sularinda yliksek oranda bor
iceren bolgelerde yasayanlarda gozlenen daha diisik KKD ve MC ortalamalarinin  bor
maruziyetinden kaynaklandigi ihtimalini gii¢lendirmektedir. Elde ettigimiz sonug¢lar dogrultusunda
bora maruz kalan bireylerde gézlenen DNA hasarinin daha diisiik oldugunu sdylemek miimkiindiir.
Bu durumda borun olusabilecek DNA hasarlarina karst koruyucu bir etkisinin olabilecegi
soylenebilir. Bugiine kadar yapilmis olan ¢alismalar boyle bir ihtimali giiclendirmektedir. Ozellikle
bor maruziyetinin “Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz” aktivitesini arttirdigi ve sonugta NADPH
olusumunu indiikledigi, sicanlarda yapilan deneylerde gosterilmistir. Buna bagl olarak hiicrelerde

glutatyon (GSH) miktarinin artmasi, hiicreleri oksijen radikallerinin zararli etkilerine karsi
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koruyabilmektedir (7,18). Hiicrelerde indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyon (GSH/GSSG) oranin
diisiikk olmasinin, hiicreleri oksijen radikallerinin olusturabilecekleri hasarlara karsi daha duyarli
hale getirdigi bilinmektedir (19). Buna bagli olarak herhangi bir ksenobiyotik maruziyeti
sonrasinda hiicrede lipit peroksidasyonunun baslamasi ve oksidatif DNA hasarinin meydana
gelmesi ihtimali artmaktadir. Konu bu yonii ile ele alindiginda, bor maruziyetinin hiicre i¢inde
GSH diizeyini yiikseltebilecegi ve buna bagl olarak hiicrelerde ksenobiyotik maruziyeti sonrasinda
olusabilecek oksijen radikallerinin, lipit peroksidasyonunu veya oksidatif DNA hasarim
indiiklemesini dnleyebilecegi diisliniilebilir. Buna gore yapmis oldugumuz c¢alismada bora maruz
kalan bireylerde goriilen KKD ve MC degerlerinin kontrol grubuna gore diigiik olmasi, borun
hiicrelerdeki  GSH  diizeylerini  arttirabilmesinden  kaynaklanmig  olabilecegi  seklinde
yorumlanabilir. Bundan dolay1 ksenobiyotik maruziyet sonucunda genotoksik etkilere karsi
borun koruyucu bir etkisinin oldugu diisiiniilebilir. Ancak bu konuda daha ileri ¢alismalara

ihtiya¢ bulunmaktadir.

Ote yandan bu calismanin kontrol grubundan elde edilen ortalama KKD ve MC degerleri,
daha o6nce yapmis oldugumuz farkli ¢aligmalardaki kontrol grubu ortalamalarindan yiiksektir.
Dolayisiyla bu calismada kontrol grubu olarak secilen bireylerin yasadiklar1 bolge itibariyle
genotoksik etkili bagka bir kimyasal maddeye de maruz kalmis olabilecekleri olmalar1 goz dniinde
bulundurulmalidir. Buna bagli olarak bora maruz kalan bireyler de ayni genotoksik kimyasal
maddeye maruz kaliyor ise bu durumda borun genotoksik etkilere karsi koruyucu bir etkisinden s6z
etmek miimkiin olabilecektir. Ancak bunun gosterilebilmesi i¢in daha detayli calismalara ihtiyag

vardir.
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