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ÖZ

AMAÇ: Günlük yaşantıda yaygın olarak kullanılan bor bi-
leşiklerinin uzun süreli kullanımında değişik organlarda 
doza bağımlı toksik etki olabileceği yönünde bulgular 
mevcuttur. Bu amaçla çalışmamızda değişik dozlarda bo-
raks kullanılan ratların testislerinde kan-testis bariyeri ya-
pısında ve leydig hücre sayısında görülebilecek değişimi 
belirlemeyi amaçladık.

GEREÇ VE YÖNTEM: Çalışmada her grupta 6’şar erkek rat 
bulunan toplam 4 grup oluşturuldu. Her gruptaki ratla-
ra boraksın farklı dozları oral yoldan uygulandı. Deney 
sonrası alınan sol testisler histolojik olarak takip edilerek 
immunohistokimyasal olarak Claudin-1, Pan Cadherin ve 
Calretinin ile boyandı ve ışık mikroskobu ile değerlendi-
rildi.

BULGULAR: Testis örneklerinde Cadherin ekspresyo-
nunun artan doza bağımlı azaldığı gözlendi. Bununla 
birlikte Claudin 1 ekspresyonunun gruplar arasında çok 
değişiklik göstermediği gözlendi. Leydig hücre sayısının 
ise bir kez LD50x2 doz boraks uygulanan ratlarda azalma 
gösterdiği gözlendi.  

SONUÇ: Elde edilen bulgular boraks kullanımının doza 
bağımlı olarak testislerde kan-testis bariyeri bileşenleri 
üzerine zararlı etkiler oluşturabileceğini göstermektedir. 
Bu etkiler uzun dönemde infertilite sorunlarına neden 
olabilme potansiyeline sahiptir. Bu nedenle bilhassa bor 
bileşenleri üretim merkezleri çevresinde olmak üzere 
çevre kirliliği yönünden önemli korunma tedbirleri 
alınmasının gerekli olduğunu düşünmekteyiz. 

ANAHTAR KELİMELER: Boraks, İnfertilite, Kan-Testis bari-
yeri, Claudin, Leydig hücresi

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 
components in the 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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GİRİŞ

Bor yaşam için gerekli elementlerden bir tane-
si olup dünya üzerinde toplam rezervin %72’si 
ülkemizde bulunmaktadır. Ülkemizde en yaygın 
olarak Kütahya, Balıkesir ve Eskişehirde üretil-
mektedir(1). Genelde taş, kömür ve denizlerde 
yaygın bulunan bor atmosfere yangınlar, vol-
kan patlamaları ve günlük kullanımları sonucu 
yayılır (2,3). Bununla birlikte doğada bor saf ola-
rak hemen hiç bulunmaz (4). Günlük yaşantıda 
daha çok borik asit veya boraks formunda kul-
lanılan bor endüstriyel alanda öncelikle fiberg-
lass üretiminde, gözlük camı yapımında, sera-
mik işlerinde kullanılmaktadır. Borik asit günlük 
yaşantıda antiseptik, antifungal ve hatta antivi-
ral özelliği nedeniyle yaygın olarak kullanılmak-
tadır. Diğer yandan boraks suda erime özelliği-
ne sahip olup deterjan, kozmetik ve edüstriyel 
ürünlerde sertleştirici olarak kullanılmaktadır. 
Bununla birlikte bilhassa insektisid olarak etkin 
bir şekilde karınca, pire ve hamam böceğinden 
korunmada kullanılması önemlidir (5,6). Her ne 
kadar insektisid olarak çok etkin toksik etkilere 
sahip olsalarda memelilerde hemen hiç bilinen 
akut toksisitesinin olmaması bor bileşiklerinin 
kullanımında önemli bir avantajdır. Boron eser 
bir element olmasına karşın normal gelişim ve 
büyüme için gerekli faktörlerden bir tanesidir. 
Artrit ve osteoporozda tedaviye yardımcı etki-
si yanında insan vücudunda kalsiyum ve mag-
nezyum metabolizmasında faydalı etkileri ol-
duğu bilinmektedir(7,8). Tedaviden öte vücuda 
günlük belli bir miktarda bor alımı gereklidir. 
Amerika’da 1999 yılında yapılan bir çalışmada 
günlük bor ihtiyacının 1 mg olduğu gösteril-
miştir (9) Bor vücuda öncelikle elma, portakal, 
kırmızı üzüm, kivi, avokado, fındık, domates, 
mercimek zeytin soğan ve patates gibi gıdaların 
tüketilmesiyle düşük dozlarda olsa da alınmak-
tadır. Yetmezliği ile ilgili herhangi bir güvenilir 
veri olmamasına karşın kalsiyum, magnezyum 
metabolizma bozukluğuna neden olabildiği 
gözlenmiştir. Ayrıca testosteron ve östrojen 
kullanımı olumlu yönde etkilemekte olduğu ve 
embriyolojik gelişimde gerekli olduğu yönünde 
çalışmalar halen devam etmektedir (10). De-
neysel çalışmalarda kanser tedavisinde nötron 
yakalayıcı olarak kullanıldığı, hücre zarını koru-
yucu etki yaptığı pıhtılaşmaya karşı koruyucu 

etkisi olduğu belirlenmiştir(11). Bununla birlikte 
yapılan halk sağlığı çalışmaları gibi geniş ölçekli 
araştırmalarda bor bileşiklerinin üretildiği fabri-
kaların çevresinde yaşayan insan popülasyon-
larında infertilite oranlarının diğer popülasyon-
lara göre azda olsa fazla olduğu belirlenmiştir. 
Bu amaçla yapılan çok sayıda çalışmada kesin 
bir bulgu tespit edilememekle birlikte genital 
sistem üzerine olumsuz etkileri olabileceği gö-
zönünde bulundurulmaktadır(12,13). 

Kan testis bariyeri, testislerde bulunan seminifer 
tübüllerin yapısındaki Sertoli hücreleri ile farklı 
tip spermatogonial seri hücreleri arasında mev-
cut olan ve spermatogonial seri hücrelerinin 
immun sistem ile temasını engelleyen özelleş-
miş yapılardır. Bu bariyerin yapısında bulunan 
sıkı bağlantı bölgeleri bu bariyerin ana yapısını 
oluşturur. Bu sıkı bağlantı bölgelerinde bulunan 
Claudin 1 ve Cadherin bariyerin esas bileşenle-
rini oluştururlar. Metabolik, iskemik, immunolo-
jik veya travmatik etkenlere bağlı olarak bu ba-
riyerde oluşabilecek olası hasarlar infertiliteye 
neden olabilme özelliğine sahiptir. Dolayısıyla 
vücudun değişik bölgelerinden de bulunan bu 
bariyerlerden biri olan kan-testis bariyerinin bü-
tünlüğünün korunması gereklidir (14). 

Testislerde interstisyel mesafede yer alan Ley-
dig hücreleri testosteron salgısından sorumlu-
dur ve seminifer tübüller arasında yaygın olarak 
bulunurlar. Hücre yüzeylerinde bulundurdukla-
rı Calretinin reseptörleri immunohistokimyasal 
olarak işaretleme amacıyla kullanmaktadır (15).
Bu veriler doğrultusunda çalışmamızda fark-
lı dozlarda boraks alımında fare testislerinde 
kan testis bariyeri yapısında görülebilecek olası 
histopatolojik değişiklikleri moleküler düzeyde 
araştırmayı amaçladık.    

MATERIAL AND METHODS

1. Etik Kurul: Afyon Kocatepe Üniversitesi De-
ney Hayvanları Etik kurulundan onay alındıktan 
sonra çalışmaya başlandı (25/04/2018/62-Refe-
rans No:5018) . 

2. Hayvanlar ve Deneyin Yapılışı: Çalışmada
kullanılan ratlar Deney Hayvanları merkezinde 
deney süresince 21±1 °C sıcaklık ve % 45–55 
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nem olan ortamda 12/12 saat ışık siklusu göz 
önünde bulundurulacak şekilde polikarbonat 
kaplarda saklanıp beslendi. Deney sürecinde 
her biri ortalama 250-300 gm ağırlığında olan 
Wistar Albino cinsi toplam 24 adet  erkek rat 
kullanıldı. Bu özelliklere sahip ratlar rastgele se-
çimle her birinde 6 rat olan 4 ayrı gruba ayrıldı.  
Grup:1. Kontrol olarak belirlendi ve bu gruptaki 
ratlara deney süresi olan 21 gün sürede günlük 
normal gıda yanında sadece 1 cc su gavajla ve-
rildi. Grup:2 ise Boraksın LD50 dozu’nun (5 mg/
kg) verildiği grup olarak belirlendi ve bu grup-
taki ratlara 21 gün süreyle günlük normal gıda 
yanında sadece 1 cc su içinde eritilmiş boraks’ın 
LD50 dozu gavajla verildi. Grup:3 Boraksın LD50 
dozu’nun 1/5’inin (1 mg/kg) verildiği grup ola-
rak belirlendi ve bu gruptaki ratlara 21 gün sü-
reyle günlük normal gıda yanında sadece 1 cc 
su içinde eritilmiş boraks’ın LD50 dozunun 1/5’i 
gavajla verildi.  Grup:4’te ise ratlara çalışmanın 
başlangıcından, son günü olan 21. güne dek 
sadece normal gıda verilirken 21. günde LD50 
dozunun 2 katı 1 cc suda eritilerek bir kezde ga-
vajla oral olarak verildi. 12 saat sonra anestezi 
altında dekapitasyon ile sakrifiye edilen ratla-
rın sol testisleri çıkartıldı ve fiksatifin doku içine 
daha iyi geçişi için 4 kutbundan insülin enjek-
törü ile delindi ve Bouin solüsyonuna fiksasyon 
için konuldu. 

3. İmmunohistokimya: Alınan testisler Bou-
in solüsyonunda 5 gün fikse edildikten sonra 
otomatik doku cihazında rutin histolojik takip 
metoduyla takip edilerek parafin bloklara gö-
müldüler. Bu bloklardan 5 µ kalınlıkta kesitler 
poli-l-lizinli lamlar üzerine alınarak immunohis-
tokimyasal olarak Pan-Cadherin, Claudin-1 ve 
Calretinin primer antikorları ile boyandılar. İm-
munohistokimyasal boyamada öncelikle lamlar 
üzerine alınan kesitler deparafinize edildikten 
sonra önce rehidrate edildi ve sonra Sitrat buf-
fer tamponu ile mikrodalga fırında 25 dakika sü-
reyle 80 watt’da kaynatılıp soğutuldu. Dokular-
daki peroksidaz aktivitesini yok etmek için %3 
H2O2+Methanol karışımında bekletilen kesitle-
re Sekonder HRP/AEC kit içinde yer alan Protein 
block damlatılıp zemin boyanması engellendik-
ten sonra primer antikorlar olan Pan-Cadherin, 
Claudin-1 (Thermovision) ve Calretinin (abcam) 
damlatıldı ve buzdolabında +4 oC’de bir gece 

inkübe edildi. Ertesi gün Sekonder HRP/AEC 
kit içindeki Conjugate’da 30 dakika bekletilen 
kesitler sonrasında AEC ile boyanarak ışık mik-
roskop altında ekspresyon takibi yapıldı. Zıt bo-
yama için Mayers Hematoksilen (Labvision) ile 
boyanan kesitler su bazlı kapatma solüsyonu ile 
kapatıldı ve ışık mikroskobu altında incelenip 
değerlendirildi. 

4. Görüntü Analizi: Işık mikroskobu altında ya-
pılan değerlendirmede Pan-Cadherin ekspres-
yonu bazal membrana oturmuş spermatogo-
nialarda yer alan hücrelerde değerlendirilirken; 
Claudin-1 ekspresyonu tübüllerin orta kısmına 
doğru olan bölgede belirgin şekilde dikkati çe-
kiyordu. Ancak bu bölgelerin bir kısmında hücre 
sayısının sağlıklı hücre sayımı yapamayacak ka-
dar yoğun immunopozitivite göstermesi nede-
niyle hücre sayımı yerine gözlemci bağımlı im-
munopozitivite belirlenmesi metodu kullanıldı. 
Diğer yandan Calretinin boyamasında Leydig 
hücre sayıları Nikon NIS Elements 4.2 Image 
Analysis Software ile sayıldı. Sayım sırasında bir-
birinden farklı x20 objektif büyütme altındaki 6 
alanda mevcut Leydig hücresi sayıldı ve değer-
ler arası farklılıklar istatistiksel olarak belirlendi.

5. İstatistiksel Analiz: Calretinin boyaması ile
elde edilen değerler SPSS for Windows (23.0) Ti-
cari İstatistiksel Analiz Programı ile analiz edildi. 
Analiz sırasında gruplar arasındaki değer fark-
lılıklarını belirlemek için One Way ANOVA me-
todu kullanıldı. P<0.05 değerleri anlamlı olarak 
kabul edildi.

BULGULAR

Yapılan ışık mikroskobik incelemelerde 
spermatogoniaların bazal membrana ve tübülün 
alt kısımlarında Sertoli hücrelerine tutunmasını 
sağlayarak kan-testis bariyerine destek 
sağlayan Cadherin ekspresyonunun (Resim 
1) boraks verilen gruplarda belirgin derecede
azaldığı tespit edildi. Kan-Testis bariyerinin esas 
ögesi olan sıkı bağlantı bölgelerinin yapısında 
bulunan Claudin-1 ekspresyonunun (Resim 
2) seminifer tübüllerdeki tüm gruplardaki
hücreler arasında belirgin bir değişiklik 
göstermediği gözlendi. Leydig hücre sayımında 
ise Kontrol grubundaki değerler ile LD50/5 
ve LD50 grupları arasındaki değerlerde doza 
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bağımlı artış olmasına karşın buradaki değerler 
arasında istatistiksel olarak anlamlı değişiklik 
olmadığı tespit edildi (p>0.05). Diğer yandan 
21 gün boyunca normal beslenen ama son 
günde tek doz LD50x2 gruptaki Calretinin 
ile immunohistokimyasal olarak işaretlenmiş 
Leydig hücre sayısının belirgin şekilde azaldığı ve 
LD50 doz verilen ratlardaki değerler ile bu grup 
arasında istatistiksel olarak anlamlı düzeyde bir 
azalma olduğu tespit edildi (p=0.003) (Resim 
3 ve Şekil 1). Diğer yandan diğer gruplar ile 
bu grup arasında değerlerde azalma olmasına 
karşın istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 
olmadığı tespit edildi (p>0.05).

TARTIŞMA

Boraks çeşitli meyve ve sebzelerde bulunan ve 
insanlar için esansiyel olan bir elementtir. Günlük 
yaşantıda oldukça düşük dozlarda vücuda alımı 
şart olup değişik kimyasal bileşik formları olan 
boraks ve borik asit şeklinde dünya üzerinde 
bulunmaktadır. Endüstriyel alanlarda ve sağlık 
alanında yaygın kullanım alanı olan boraks ve 
borik asit’e ait kesin anlamda toksikolojik veriler 
bulunmamakla birlikte bilhassa yüksek dozlarda 
toksik etkileri olabileceği yönünde önemli 
bulgular mevcuttur. Kullanıldığı süreçte yerine 
göre tedavi edici etkinliği mevcut olan esansiyel 
bir elementin, yerine göre toksik potansiyelinin 

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

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

Resim 3: Farklı doz boraks uygulanan gruplarda Leydig 
hücrelerinin görünümü. (Calretinin primer antikor, 
Abcam).

Şekil 1: Farklı doz boraks uygulanan ratlarda gruplar 
arasında Leydig hücre sayısında görülen değişim
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olması bu elementin kullanımında çok dikkat 
edilmesi gerekliliğini ortaya koymaktadır. 

Boraks toksisitesi ile ilgili yapılan çalışmalarda 
değişik çelişkili sonuçlar elde edilmiştir. 
Son dönemlerde yapılan bir çalışmada 
bor’un yüksek dozda kullanımında buğday 
genotoksisite riskinin çok arttığı ortaya 
konmuştur (16). Diğer yandan değişik dozlarda 
içme suyuna uygulandığında bor’un timik 
sitokin ifadesi, hormon salgısı, antioksidan 
fonksiyon, hücre çoğalması ve apoptozis 
üzerine U şekilli doz-etki eğrisi oluşturduğu 
ortaya konmuştur (17). Yapılan bir hücre kültürü 
çalışmasında Hep G2 hücre hattına değişik 
dozlarda bor uygulandığında p53 ve Bax 
aracılı apoptosis oluştuğu ortaya konmuştur 
(18). Testisler üzerine bor bileşiklerinin yaptığı 
yan etkilerin incelendiği çalışmalardan bir 
tanesinde borik asitin yüksek dozda alımında 
yani doza bağımlı olarak spermatogonialarda 
DNA hasarı oluşturduğu ortaya konmuştur 
(19). Diğer bir çalışmada ise uzun süreli borik 
asiti alımında testiküler atrofi oluştuğu ortaya 
konmuştur (20). Bununla birlikte daha önce 
ekibimiz tarafından yapılan geniş kapsamlı bir 
çalışmamızda aynı doz uygulaması yapılması 
ve aynı metodoloji uygulanması sonrasında 
mide, karaciğer, kalın barsaklar ve böbrekte 
boraks toksisitesi histolojik olarak araştırılmıştır. 
Bu çalışmada mide, karaciğer ve böbreklerde 
uygulanan her dozda herhangi bir histopatolojik 
değişiklik yokken sadece en yüksek dozda kalın 
barsaklarda inflamatuar hücre göçü olduğu 
ortaya konmuştur (21).  

Bizim çalışmamızda elde edilen bulgular 
bize boraksın oral yolla uzun süreli alımında 
testisler üzerinde doza bağımlı olarak Cadherin 
ekspresyonunda azalma oluşturduğunu 
göstermektedir. Buna karşın kan-testis 
bariyerinin çok önemli ögesi olan sıkı bağlantı 
bölgelerinin (Tight Junction) belirteci olan 
Claudin-1 ekspresyonunda herhangi bir dikkati 
çeken değişiklik olmaması boraksın kan–testis 
bariyerinde oldukça hafif bozulma yarattığını 
ancak bu bozulmanın testis fonksiyonlarını 
olumsuz düzeyde etkileyecek bir düzeyde 
olmadığını ortaya koymaktadır. Diğer yandan 
testosteron sentezinde önemli olan Leydig 
hücre sayısında LD50 dozunda bile anlamlı 

değişiklik olmaması bize günlük alımda boraksın 
infertilite açısından risk oluşturmayacağını 
göstermektedir. Diğer yandan tek dozda 
verilen LD50x2 dozun Leydig hücre sayısında 
azalma yapmasına karşın kontrol grubu ile 
aralarında anlamlı bir değişiklik olmaması da 
boraksa bağlı infertilite riskinin ihmal edilecek 
derecede düşük olduğunu ortaya koymaktadır. 
Dolayısıyla bu bulgular boraksın normal 
dozlarda günlük alımda testislerde kan-testis 
bariyeri üzerine toksik etkisi olmadığını, ancak 
yüksek oranlarda alımda azda olsa toksik etki 
yaratabilmesi mümkün olduğu için bilhassa 
çevre kirliliği açısından çok önemli önlemler 
alınması gerekliliğini ortaya koymaktadır.
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