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AMAC: Gunlik yasantida yaygin olarak kullanilan bor bi-
lesiklerinin uzun sureli kullaniminda degisik organlarda
doza bagdimh toksik etki olabilecedi yoniinde bulgular
mevcuttur. Bu amacla calismamizda degisik dozlarda bo-
raks kullanilan ratlarin testislerinde kan-testis bariyeri ya-
pisinda ve leydig hiicre sayisinda gorilebilecek degisimi
belirlemeyi amacladik.

GEREC VE YONTEM: Calismada her grupta 6'sar erkek rat
bulunan toplam 4 grup olusturuldu. Her gruptaki ratla-
ra boraksin farkli dozlar oral yoldan uygulandi. Deney
sonrasi alinan sol testisler histolojik olarak takip edilerek
immunohistokimyasal olarak Claudin-1, Pan Cadherin ve
Calretinin ile boyandi ve 151k mikroskobu ile degerlendi-
rildi.

BULGULAR: Testis orneklerinde Cadherin ekspresyo-
nunun artan doza badiml azaldigi goézlendi. Bununla
birlikte Claudin 1 ekspresyonunun gruplar arasinda ¢ok
degisiklik gostermedigi gozlendi. Leydig hicre sayisinin
ise bir kez LD50x2 doz boraks uygulanan ratlarda azalma
gosterdigi gozlendi.

SONUC: Elde edilen bulgular boraks kullaniminin doza
bagimli olarak testislerde kan-testis bariyeri bilesenleri
Uzerine zararh etkiler olusturabilecegini gostermektedir.
Bu etkiler uzun dénemde infertilite sorunlarina neden
olabilme potansiyeline sahiptir. Bu nedenle bilhassa bor
bilesenleri Uretim merkezleri cevresinde olmak uzere
cevre kirliligi yoninden onemli korunma tedbirleri
alinmasinin gerekli oldugunu disiinmekteyiz.

ANAHTAR KELIMELER: Boraks, infertilite, Kan-Testis bari-
yeri, Claudin, Leydig hicresi
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ABSTRACT

OBJECTIVE: The long-term use of boron compounds
commonly used in daily life has some dose-dependent
toxic effects on different organs For this purpose, in our
study, we aimed to determine the change in blood-testis
barrier structure and the number of leydig cells in
the testis of rats in which were given borax at different
doses.

MATERIAL AND METHODS: In our study, 4 groups, in
each have 6 male rats were made. Different doses of
borax were given orally to rats in each groups. After
the experiment, the left testis was excised,
histologically processed and stained with Claudin-1,
Pan cadherin and Calretinin immunohistochemically
and evaluated under light microscopy.

RESULTS: In testis slides, it was determined that Cadhe-
rin expression decreased parallel to borax doses. Howe-
ver, it was observed that the expression of Claudin 1 did
not change much between the groups. The number of
Leydig cells was observed to decrease in rats administe-
red once with an LD50x2 dose.

CONCLUSIONS: The findings suggest that the use of
borax may be deleterious to the blood-testis barrier
componentsinthe testes. These effects have the potential
to cause long term infertility problems. For this reason, we
consider that it is necessary to take important preventive
measures in terms of environmental pollution, especially
around boron components production centers.

KEYWORDS: Borax, Infertility, Blood-Testis Barrier, Cla-
udin, Leydig cell
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GiRiS

Bor yasam icin gerekli elementlerden bir tane-
si olup dunya uzerinde toplam rezervin %72’si
tilkemizde bulunmaktadir. Ulkemizde en yaygin
olarak Kutahya, Balikesir ve Eskisehirde Uretil-
mektedir(1). Genelde tas, komur ve denizlerde
yaygin bulunan bor atmosfere yanginlar, vol-
kan patlamalar ve glinlik kullanimlari sonucu
yayilir (2,3). Bununla birlikte dogada bor saf ola-
rak hemen hi¢ bulunmaz (4). Ginluk yasantida
daha cok borik asit veya boraks formunda kul-
lanilan bor endistriyel alanda 6ncelikle fiberg-
lass Gretiminde, gozlik cami yapiminda, sera-
mik islerinde kullaniimaktadir. Borik asit gtinltik
yasantida antiseptik, antifungal ve hatta antivi-
ral 6zelligi nedeniyle yaygin olarak kullaniimak-
tadir. Diger yandan boraks suda erime 6zelligi-
ne sahip olup deterjan, kozmetik ve edustriyel
drdnlerde sertlestirici olarak kullaniimaktadir.
Bununla birlikte bilhassa insektisid olarak etkin
bir sekilde karinca, pire ve hamam boéceginden
korunmada kullanilmasi 6nemlidir (5,6). Her ne
kadar insektisid olarak ¢ok etkin toksik etkilere
sahip olsalarda memelilerde hemen hic bilinen
akut toksisitesinin olmamasi bor bilesiklerinin
kullaniminda énemli bir avantajdir. Boron eser
bir element olmasina karsin normal gelisim ve
blylme icin gerekli faktorlerden bir tanesidir.
Artrit ve osteoporozda tedaviye yardimci etki-
si yaninda insan vicudunda kalsiyum ve mag-
nezyum metabolizmasinda faydali etkileri ol-
dugu bilinmektedir(7,8). Tedaviden o6te viicuda
gunluk belli bir miktarda bor alimi gereklidir.
Amerika'da 1999 yilinda yapilan bir ¢calismada
gunlik bor ihtiyacinin 1 mg oldugu gdsteril-
mistir (9) Bor viicuda oncelikle elma, portakal,
kirmizi Gzim, kivi, avokado, findik, domates,
mercimek zeytin sogan ve patates gibi gidalarin
tiketilmesiyle dusuk dozlarda olsa da alinmak-
tadir. Yetmezligi ile ilgili herhangi bir glvenilir
veri olmamasina karsin kalsiyum, magnezyum
metabolizma bozukluguna neden olabildigi
gozlenmistir. Ayrica testosteron ve Ostrojen
kullanimi olumlu yonde etkilemekte oldugu ve
embriyolojik gelisimde gerekli oldugu yonunde
cahismalar halen devam etmektedir (10). De-
neysel calismalarda kanser tedavisinde nétron
yakalayici olarak kullanildigi, hiicre zarini koru-
yucu etki yaptigi pithtilasmaya karsi koruyucu

etkisi oldugu belirlenmistir(11). Bununla birlikte
yapilan halk sagligi calismalari gibi genis 6lcekli
arastirmalarda bor bilesiklerinin Gretildigi fabri-
kalarin gevresinde yasayan insan populasyon-
larinda infertilite oranlarinin diger populasyon-
lara gbre azda olsa fazla oldugu belirlenmistir.
Bu amacla yapilan ¢ok sayida ¢alismada kesin
bir bulgu tespit edilememekle birlikte genital
sistem Uzerine olumsuz etkileri olabilecedi go-
zonlnde bulundurulmaktadir(12,13).

Kan testis bariyeri, testislerde bulunan seminifer
tabdullerin yapisindaki Sertoli hiicreleri ile farkl
tip spermatogonial seri hiicreleri arasinda mev-
cut olan ve spermatogonial seri hiicrelerinin
immun sistem ile temasini engelleyen 6zelles-
mis yapilardir. Bu bariyerin yapisinda bulunan
siki baglanti bolgeleri bu bariyerin ana yapisini
olusturur. Bu siki baglanti bolgelerinde bulunan
Claudin 1 ve Cadherin bariyerin esas bilesenle-
rini olustururlar. Metabolik, iskemik, immunolo-
jik veya travmatik etkenlere bagl olarak bu ba-
riyerde olusabilecek olasi hasarlar infertiliteye
neden olabilme 6zelligine sahiptir. Dolayisiyla
vicudun degisik bélgelerinden de bulunan bu
bariyerlerden biri olan kan-testis bariyerinin bu-
tinligunin korunmasi gereklidir (14).

Testislerde interstisyel mesafede yer alan Ley-
dig hicreleri testosteron salgisindan sorumlu-
dur ve seminifer tlbdller arasinda yaygin olarak
bulunurlar. Hicre yuzeylerinde bulundurdukla-
rn Calretinin reseptorleri immunohistokimyasal
olarak isaretleme amaciyla kullanmaktadir (15).
Bu veriler dogrultusunda calismamizda fark-
I dozlarda boraks aliminda fare testislerinde
kan testis bariyeri yapisinda gortlebilecek olasi
histopatolojik degisiklikleri molekuler dizeyde
arastirmayi amagladik.

MATERIAL AND METHODS

1. Etik Kurul: Afyon Kocatepe Universitesi De-
ney Hayvanlar Etik kurulundan onay alindiktan
sonra ¢alismaya baslandi (25/04/2018/62-Refe-
rans No:5018) .

2, Hayvanlar ve Deneyin Yapihlisi: Calismada
kullanilan ratlar Deney Hayvanlar merkezinde
deney suresince 21+1 °C sicaklk ve % 45-55



nem olan ortamda 12/12 saat 151k siklusu g6z
oninde bulundurulacak sekilde polikarbonat
kaplarda saklanip beslendi. Deney siirecinde
her biri ortalama 250-300 gm agirliginda olan
Wistar Albino cinsi toplam 24 adet erkek rat
kullanildi. Bu 6zelliklere sahip ratlar rastgele se-
¢imle her birinde 6 rat olan 4 ayri gruba ayrild.
Grup:1. Kontrol olarak belirlendi ve bu gruptaki
ratlara deney siresi olan 21 giin siirede gunlik
normal gida yaninda sadece 1 cc su gavajla ve-
rildi. Grup:2 ise Boraksin LD50 dozu'nun (5 mg/
kg) verildigi grup olarak belirlendi ve bu grup-
taki ratlara 21 gun sireyle glinlik normal gida
yaninda sadece 1 cc su i¢inde eritilmis boraks'in
LD50 dozu gavajla verildi. Grup:3 Boraksin LD50
dozu’nun 1/5'inin (1 mg/kg) verildigi grup ola-
rak belirlendi ve bu gruptaki ratlara 21 giin su-
reyle giinlik normal gida yaninda sadece 1 cc
su icinde eritilmis boraks'in LD50 dozunun 1/5'i
gavajla verildi. Grup:4'te ise ratlara ¢alismanin
baslangicindan, son gini olan 21. giine dek
sadece normal gida verilirken 21. giinde LD50
dozunun 2 kati 1 cc suda eritilerek bir kezde ga-
vajla oral olarak verildi. 12 saat sonra anestezi
altinda dekapitasyon ile sakrifiye edilen ratla-
rin sol testisleri ¢ikartildi ve fiksatifin doku icine
daha iyi gecisi icin 4 kutbundan insilin enjek-
toru ile delindi ve Bouin soltisyonuna fiksasyon
icin konuldu.

3. immunohistokimya: Alinan testisler Bou-
in solisyonunda 5 gln fikse edildikten sonra
otomatik doku cihazinda rutin histolojik takip
metoduyla takip edilerek parafin bloklara go-
mulduler. Bu bloklardan 5 p kalinlikta kesitler
poli-I-lizinli lamlar Gizerine alinarak immunohis-
tokimyasal olarak Pan-Cadherin, Claudin-1 ve
Calretinin primer antikorlari ile boyandilar. im-
munohistokimyasal boyamada 6ncelikle lamlar
Uzerine alinan kesitler deparafinize edildikten
sonra Once rehidrate edildi ve sonra Sitrat buf-
fer tamponu ile mikrodalga firinda 25 dakika su-
reyle 80 watt'da kaynatilip sogutuldu. Dokular-
daki peroksidaz aktivitesini yok etmek icin %3
H,0,+Methanol karisiminda bekletilen kesitle-
re Sekonder HRP/AEC kit icinde yer alan Protein
block damlatilip zemin boyanmasi engellendik-
ten sonra primer antikorlar olan Pan-Cadherin,
Claudin-1 (Thermovision) ve Calretinin (abcam)
damlatildi ve buzdolabinda +4 oC'de bir gece
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inkibe edildi. Ertesi giin Sekonder HRP/AEC
kit icindeki Conjugate’da 30 dakika bekletilen
kesitler sonrasinda AEC ile boyanarak 151k mik-
roskop altinda ekspresyon takibi yapildi. Zit bo-
yama i¢in Mayers Hematoksilen (Labvision) ile
boyanan kesitler su bazli kapatma soliisyonu ile
kapatildi ve 1stk mikroskobu altinda incelenip
degerlendirildi.

4, Goruntii Analizi: Isik mikroskobu altinda ya-
pilan degerlendirmede Pan-Cadherin ekspres-
yonu bazal membrana oturmus spermatogo-
nialarda yer alan hiicrelerde degerlendirilirken;
Claudin-1 ekspresyonu tibillerin orta kismina
dogru olan bélgede belirgin sekilde dikkati ce-
kiyordu. Ancak bu bolgelerin bir kisminda hticre
sayisinin saglikh hiicre sayimi yapamayacak ka-
dar yogun immunopozitivite gostermesi nede-
niyle hiicre sayimi yerine gézlemci bagimli im-
munopozitivite belirlenmesi metodu kullanildi.
Diger yandan Calretinin boyamasinda Leydig
hicre sayilari Nikon NIS Elements 4.2 Image
Analysis Software ile sayildi. Sayim sirasinda bir-
birinden farkli x20 objektif bliylitme altindaki 6
alanda mevcut Leydig hiicresi sayildi ve deger-
ler arasi farkliliklar istatistiksel olarak belirlendi.

5. istatistiksel Analiz: Calretinin boyamasi ile
elde edilen degerler SPSS for Windows (23.0) Ti-
cari Istatistiksel Analiz Programi ile analiz edildi.
Analiz sirasinda gruplar arasindaki deger fark-
hhklarini belirlemek icin One Way ANOVA me-
todu kullanildi. P<0.05 degerleri anlamli olarak
kabul edildi.

BULGULAR

Yapilan 15tk  mikroskobik incelemelerde
spermatogonialarinbazalmembranavetibulin
alt kisimlarinda Sertoli huicrelerine tutunmasini
saglayarak  kan-testis  bariyerine  destek
saglayan Cadherin ekspresyonunun (Resim
1) boraks verilen gruplarda belirgin derecede
azaldigi tespit edildi. Kan-Testis bariyerinin esas
dgesi olan siki baglanti bolgelerinin yapisinda
bulunan Claudin-1 ekspresyonunun (Resim
2) seminifer tubullerdeki tum gruplardaki
hicreler arasinda belirgin  bir  degisiklik
gostermedigi gozlendi. Leydig huicre sayiminda
ise Kontrol grubundaki degerler ile LD50/5
ve LD50 gruplan arasindaki degerlerde doza
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Pan-Cadherin

Calretinin

Resim 1: Farkli doz boraks uygulanan gruplarda Cadherin
ifadesi. (Cadherin primer antikor, Labvision).

Claudin-1

Resim 2: Farkli doz boraks uygulanan gruplarda Claudin
1 ifadesi. (Claudin 1 primer antikor, Labvision).

bagimli artis olmasina karsin buradaki degerler
arasinda istatistiksel olarak anlaml degisiklik
olmadigi tespit edildi (p>0.05). Diger yandan
21 gun boyunca normal beslenen ama son
glinde tek doz LD50x2 gruptaki Calretinin
ile immunohistokimyasal olarak isaretlenmis
Leydighticresayisininbelirgin sekilde azaldigive
LD50 doz verilen ratlardaki degerler ile bu grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir
azalma oldugu tespit edildi (p=0.003) (Resim
3 ve Sekil 1). Diger yandan diger gruplar ile
bu grup arasinda degerlerde azalma olmasina
karsin istatistiksel olarak anlamli bir azalma
olmadigi tespit edildi (p>0.05).

Resim 3: Farkli doz boraks uygulanan gruplarda Leydig

hicrelerinin  gorinimu. (Calretinin - primer antikor,
Abcam).
- b (p=0.003)
ab (p>0.05) ab(p>0.05) T
10
—|_ J_ J_ a(p=0.003)
| = 1

T T T T
Sham LDs0 LD50x2 K21

Gruplar
Error bars: 95% Cl

Sekil 1: Farkli doz boraks uygulanan ratlarda gruplar
arasinda Leydig hiicre sayisinda gorilen degisim

TARTISMA

Boraks cesitli meyve ve sebzelerde bulunan ve
insanlarigin esansiyel olan birelementtir. GUnlik
yasantida oldukca dusiik dozlarda viicuda alimi
sart olup degisik kimyasal bilesik formlari olan
boraks ve borik asit seklinde diinya Uzerinde
bulunmaktadir. Endustriyel alanlarda ve saghk
alaninda yaygin kullanim alani olan boraks ve
borik asit’e ait kesin anlamda toksikolojik veriler
bulunmamakla birlikte bilhassa yiksek dozlarda
toksik etkileri olabilecegi yoninde onemli
bulgular mevcuttur. Kullanildidi siirecte yerine
gore tedavi edici etkinligi mevcut olan esansiyel
bir elementin, yerine gore toksik potansiyelinin



olmasi bu elementin kullaniminda ¢ok dikkat
edilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Boraks toksisitesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda
degisik celiskili sonuclar elde edilmistir.
Son donemlerde vyapilan bir c¢alismada
bor'un yuksek dozda kullaniminda bugday
genotoksisite riskinin ¢ok arttigi ortaya
konmustur (16). Diger yandan degisik dozlarda
icme suyuna uygulandiginda bor'un timik
sitokin ifadesi, hormon salgisi, antioksidan
fonksiyon, hicre c¢ogalmasi ve apoptozis
Uzerine U sekilli doz-etki egrisi olusturdugu
ortaya konmustur (17). Yapilan bir hiicre kiltird
calismasinda Hep G2 hiicre hattina degisik
dozlarda bor uygulandiginda p53 ve Bax
aracil apoptosis olustugu ortaya konmustur
(18). Testisler lizerine bor bilesiklerinin yaptigi
yan etkilerin incelendigi c¢alismalardan bir
tanesinde borik asitin yiksek dozda aliminda
yani doza bagimh olarak spermatogonialarda
DNA hasari olusturdugu ortaya konmustur
(19). Diger bir calismada ise uzun sureli borik
asiti ahminda testikuler atrofi olustugu ortaya
konmustur (20). Bununla birlikte daha 6nce
ekibimiz tarafindan yapilan genis kapsaml bir
calismamizda ayni doz uygulamasi yapilmasi
ve ayni metodoloji uygulanmasi sonrasinda
mide, karaciger, kalin barsaklar ve bobrekte
boraks toksisitesi histolojik olarak arastirilmistir.
Bu calismada mide, karaciger ve bobreklerde
uygulanan herdozdaherhangi bir histopatolojik
degisiklik yokken sadece en yiiksek dozda kalin
barsaklarda inflamatuar hiicre goécu oldugu
ortaya konmustur (21).

Bizim c¢alismamizda elde edilen bulgular
bize boraksin oral yolla uzun sureli aliminda
testisler Gizerinde doza bagimli olarak Cadherin
ekspresyonunda azalma olusturdugunu
gostermektedir. Buna  karsin  kan-testis
bariyerinin cok 6nemli 6gesi olan siki baglanti
bolgelerinin  (Tight Junction) belirteci olan
Claudin-1 ekspresyonunda herhangi bir dikkati
ceken degisiklik olmamasi boraksin kan-testis
bariyerinde oldukg¢a hafif bozulma yarattigini
ancak bu bozulmanin testis fonksiyonlarini
olumsuz dizeyde etkileyecek bir dlzeyde
olmadigini ortaya koymaktadir. Diger yandan
testosteron sentezinde 6nemli olan Leydig
hicre sayisinda LD50 dozunda bile anlamli
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degisiklikolmamasi bize glinlikalimdaboraksin
infertilite acisindan risk olusturmayacagini
gostermektedir. Diger yandan tek dozda
verilen LD50x2 dozun Leydig hiicre sayisinda
azalma yapmasina karsin kontrol grubu ile
aralarinda anlamli bir degisiklik olmamasi da
boraksa bagl infertilite riskinin ihmal edilecek
derecede dusuk oldugunu ortaya koymaktadir.
Dolayisiyla bu bulgular boraksin  normal
dozlarda gunlik alimda testislerde kan-testis
bariyeri Uzerine toksik etkisi olmadigini, ancak
yuksek oranlarda alimda azda olsa toksik etki
yaratabilmesi mumkin oldugu i¢in bilhassa
cevre kirliligi acisindan ¢ok 6nemli dnlemler
alinmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
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