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OZET

FARELERDE BORIK ASIDIN TESTIS DOKUSUNDA OKSIDATIF STRES VE
SPERMATOZOON DNA HASARINA OLAN ETKIiSININ SAPTANMASI

Aktas S., Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji ve
Toksikoloji (Veteriner) Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2017.

Bu ¢alismada, borik asidin erkek Swiss albino CD-1 farelere farkli dozlarda (115, 250 ve 450
mg/kg/glin) ve siirelerde (4 ve 6 hafta) oral yolla uygulanmasinin canli agirlik, erkek fertilitesi
(testis ve vesicula seminalis agirliklari), sperm kalitesi (motilite, oli/canli oranlar ve
membran butinligi) ve testis dokusu oksidatif stress parametreleri (malondialdehid (MDA)
ve glutatyon (GSH) dizeyleri ile siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim
aktiviteleri) ile spermatozoon DNA hasarina olasi etkileri arastirildu.

Calismada farelerde uygulama siiresi sonunda (4 ve 6 hafta) v. seminalis agirliklarinda
azalmanin (P<0.05) oldugu, bunun en fazla 450 mg/kg borik asit verilen grupta oldugu
gorildi. Kontrol grubu ile karsilastinldiginda, sperm o6rneklerinde motilite degerleri (%), 4
haftalik 450 mg/kg/giin (P<0.05), 6 haftalik 250 ve 450 mg/kg/giin borik asit uygulanan
gruplarda azaldig1 (P<0.001), canli sperm oranlar (%), 4 haftalik gruplarda doz arttik¢a
dustugt (P<0.01), bunun 6 haftalik gruplarda daha yilksek diizeyde (£<0.001) oldugu,
membran butiinligi degerlerinin (%) ise 4 ve 6 haftalik tim gruplarda borik asit uygulamasi
ile azaldig (P<0.001) tespit edildi. Spermatozoonlarda uygulama siiresi iginde 4 hafta borik
asit uygulanan tim gruplarda DNA hasar1 gozlenmezken, 6 haftalik gruplarda % 3.3-14.4
arasinda degisen oranlarda DNA hasari (£<0.001) oldugu goriildu. Testis dokusunda kontrol
grubuna gore doz arttikca MDA duzeylerinin yikseldigi (£<0.001 ve P<0.05), SOD enzim
aktivitelerinin 6 haftalik 250 ve 450 mg/kg/giin doz gruplarinda azaldig (P<0.01), GSH
aktivitelerinin ise 4 haftalik 450 mg/kg/giin (P<0.05), 6 haftalik 250 ve 450 mg/kg/giin doz
gruplarinda oldukga diisiik (P<0.001) oldugu belirlendi.

Calismada uygulanan sire ve dozlar dikkate alindiginda, uygulama stresinin bor
bilesiklerinin fertilite ve toksik etkilerinin degerlendirilmesinde etkin oldugu tespit edilmistir.
Ayrica  spermatozoonlarda  olasi DNA  hasar  diizeylerinin  belirlenmesi  ve
degerlendirilmesinde farkli analiz metodlart ve parametreleri de kapsayan multidisipliner

caligmalarin yararli olacagi kanisina varilmigtir.

Anahtar kelimeler: Borik asit, oksidatif stres, sperm parametreleri, spermatozoon DNA

hasari.



ABSTRACT

BORIC ACID EFFECTS OF DETECTION OXIDATIVE STRESS IN TESTIS TISSUE
AND SPERMATOZONE DNA DAMAGE IN MICE

Aktas S., Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Pharmacology and
Toxicology (Veterinary) Program, Doctoral Thesis, Aydin, 2017.

In this study, boric acid were administered male Swiss albino CD-1 mice at different doses
(115, 250 and 450 mg/bw/day) and duration (4 and 6-weeks) of oral administration of body
weight (bw), male fertility (testis and vesicula seminalis tissue weights), sperm quality
(motility, dead/live ratios and membrane integrity), oxidative stress biomarkers
(malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels as well as superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzyme activities) and possible effects on spermatozoon
DNA damage were assessed.

During the study, all mice are in the application period (4 and 6-weeks) v. seminalis weight
reduction (P<0.05), this is the most seen 450 mg/kg boric acid given group. When compared
to the control group in sperm samples, motility values (%) reduction in boric acid
adminisration groups which 450 mg/kg/day for 4-weeks (£<0.05), 250 and 450 mg/kg/day for
6-weeks (P <0.001), live sperm rates (%) were decreased when the dose was increased in the
4-week groups (P<0.01), this is higher in the 6-week groups (P<0.001), membrane integrity
values (%) were found to be reduced by boric acid administration in all groups at 4 and 6-
weeks (P<0.001). In spermatozoa, DNA damage was detected ranging from 3.3% to 14.4%
in the 6-week groups (P<0.001), and DNA damage was not observed in all groups treated
with boric acid for 4-weeks in the application period. According to the control group in the
testicular tissue, MDA level increases as dose increases (£<0.001 and P£<0.05), SOD enzyme
activities were decreased at the 250 and 450 mg/kg/day dose groups at 6-weeks (P<0.01), also
GSH activities was low in the 450 mg/kg/day in the 4-week group (P<0.05), and at the 250
and 450 mg/kg/day doses in the 6-week groups (£<0.001).

Considering the doses and durations applied in the study, the application period was found to
be effective in evaluating the fertility and toxic effects of boron compounds. It has also been
suggested that multidisciplinary studies involving different analysis methods and parameters

may be useful in determining and assessing possible levels of DNA damage in spermatozoa.

Keywords: Boric acid, oxidative stress, sperm parameters, spermatozoon DNA damage.
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1. GIRIS

“Bor” kelimesi etimolojik agidan ele alindiginda, ilk kullaniminin Arap ve Fars
dillerinde oldugu goriilmektedir. Arap¢ada “Buraq”, Fars dilinde “Burah” olarak kullanildig
gorilmektedir. Yine yazili tarihsel kayitlara gore bor 4 bin yil 6nce Tibet’te ve Gliney
Mezopotamya bolgesinde kullanilmaktaydi. Babillerin altin elde etmekte bor kullanilan bir
teknik gelistirdikleri bilinmektedir. Oliim sonrasi yasam inanglari geregi Misirlilar'in
mumyalamada bor kullandiklari, yine Roma ve eski Yunan kayitlarinda déviis veya gosteri
amaglt kullanilan arenalarda borun temizlik maddesi olarak kullanldigl, uzak dogu
toplumlarinda ise ilk defa Cinliler’in bor igeren bilesikleri porselenlerin cilalanmasinda, yine
Arap topluluklarinda M.S. 875 yilinda bor bilesiklerinin ilag hammaddesi olarak kullanildig
tespit edilmistir (Moseman, 1994).

Tabiatta borun saf olarak bulunmamasi nedeniyle eski donemlerde bu elementin
degisik bilesikleri kullanilmistir. En ¢ok taninan ve kullanilan bor bilesigi borakstir
(Moseman, 1994).

Borun endustriyel anlamda ilk kullanimlari, 13. yy’ da Marco Polo’nun bor tuzlarini
Avrupa’ya getirmesiyle baglamistir. Bu kapsamda ilk kez 1702 tarihinde boraks mineralinden
borik asit tretimi yapilmistir (Solis ve Githens, 1938). Italya’da 1771°de sicak su
kaynaklarinda sassolit bilegiginin tespit edilmesiyle Avrupa kitasinda dogal bor rezervlerinin
bulundugu anlagilmistir (Baykal, 2003).

Modern kimyada 1808 yilinda Louis Jacques Thenard, Sir Humphry Davy ve Joseph
Louis Gay-Lussac adli 3 aragtirmaci, bor elementinin izolasyon ve identifikasyonunu
basarmislardir (Baykal, 2003). Giinimuzde ise en yaygin bilinen bor bilesiklerinden borik
asitin seri iiretimi 1830°da Italya’da baslanmistir. Giiney Amerika tilkesi Sili’de 1852 yilinda
boraks madenciligi baslatilmig, sonraki yillarda da Amerikanin degisik bolgelerinde
(Nevada, California, Caliko Moutain ve Kramer yoresi) bor yataklart tespit edilmis ve
islenmeye baglanmig olup, giinimiize dek Amerika’nin bor madenciliginde bir diinya lideri
olmasina neden olmustur (Etimaden, 2017).

Bor madeninin tlkemizde varliginin bilinmesi 1850’11 yillara rastlamaktadir. Sonraki
yillarda bor madenleri Avrupalt ve yabanct maden sirketleri tarafindan “Alg1 tag1” adi altinda
isletilmis giiniimiizde ise bor madenlerinin isletimi Eti Maden Isletmeleri tarafindan

gerceklestirilmektedir.



Diinyada bor rezervlerinin en ¢ok bulundugu tulkeler arasinda birinci sirada
bulunmamiz nedeniyle, bor trtinlerinin teknolojik alanda kullaniminin artirilmast amaciyla
2003 tarihinde T.C Enerji ve Tabi Kaynaklar Bakanligi’na bagli bir kurulus olan Ulusal Bor
Aragtirma Ensitiisi (BOREN) faaliyetlerine baglamis olup, bu alandaki bilimsel ¢aligmalari
desteklemekte ve strdurilebilir kilmaktadir.

Bor’un beynin sinirsel aktivitesinde onemli bir yere sahip oldugu ileri strilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada bor yoksunlugunda beynin elektiriksel aktivitesinde azalma, biling ve
psiko-motor aktivite kaybi, hareket ve becerilerde azalma, kisa siireli hafizada zayiflik gibi
bulgulara neden oldugu bildirilmistir (Penland, 1998). Ayrica metal iyonlart ve toksik
ajanlarin doza ve siureye baglhi olarak erkek fertilitesi tlzerine olumsuz etkileri
gorilebilmektedir. Bu durum sperm miktar ve kalitesinde azalma, morfolojik bozukluklar ile
DNA hasarina yol agarak fertilitede azalmaya neden olabilmektedir (Aitken, 1995; Harvey ve
ark, 1999).

Bor igeren bilesiklerin artan oranlarda kullanimi, fertilite problemlerinin giinden giine
artmast, bu bilesikler kullanilarak yapilan hayvan denemelerinde fertilite {izerine olumsuz
etkilerinin bildirilmesi, birtakim stpleri beraberinde getirmistir. Ancak sahip oldugu istiin
ozellikleri nedeniyle bor iceren bilesiklerden vazgecilmeside mimkiin goziikmemekte hatta
kullaniminin daha da artmasi éngoriilmektedir. Bu nedenle insan ve hayvan sagligi agisindan
doz ve sureye bagli etkilerinin aydinlatilmasi, bor bilesigine farkli dizeylerde maruziyetin
erkek fertilitesi tizerine olan etkilerin degerlendirilmesi olduk¢a énemlidir. Bu kapsamda bor
bilesiklerinden olan borik asidi farkli doz ve siirelerde uygulayarak; canli agirlik, fertilite ve
testis dokusuna oksidan ve antioksidan etkileri tespit edilerek bilimsel verilere katki

saglanmasi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

Bor, periyodik cetvelin 3A grubu elementleri arasinda yerini alir. Yart metalik 6zellik
tagtyan kimyasal semboli “B” ve atom numarast 5 olan bir elementtir. Rastlanma siklig
olarak degerlendirildiginde, glines sisteminde ve yer kabugunda diisitk miktarli elementlerden
biridir. Ancak, dogal ortamlarda bor bilesiklerinin suda kolay ¢ozinmesi nedeniyle bazi
yerlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunabilmektedir. Bu kapsamda en sik rastlanilan bor
mineralleri boraks ve kernittir (Greenwood, 1984).

Bor dogada element halinde bulunmaz. Karbon ve diger elementlerle bilesikler
olusturdugundan sanayide saf bor elde edilmesi ¢ok pahali ve zahmetli bir islemdir. Borun
degisik allotroplart da mevcuttur; bunlardan amorfbor (sekilsiz kat1 hali) kahverengi
gorinimde iken, kristal bor siyah renkte olup, son derece sert (9,3 Mohs) ve oda sicakliginda
dustk iletken bir ozellik gosterir. Element haldeki bor ise yan iletken ozellige sahip
oldugundan sanayide genellikle katki maddesi (dopant) olarak kullanmilir (Gmelin, 1983;
Baykal 2003).

Bor’un temel kimyasal 6zellikleri Tablo 1’de ve atomik kristal goriintiisit Sekil 1°de

gosterilmistir.

Tablo 1. Bor’un baz1 temel kimyasal 6zellikleri (Baykal, 2003).

Ozellik Degeri

Atom agirligt : 10,811+0,005
Atom yarigap (1) 0,98 pm
Buharlagma 1s1s1 . 128 kcal/g.atom
Iyonlasma enerjisi - 191 kcal/g.atom
Kaynama noktast 4000 °C

Kristal yapisi : Hexagonal
Oksidasyon sayist 3

Sertligi : 9,3 Mohs
Yogunlugu 12,34 g/em’
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Sekil 1. Borun atomik kristal gorinum

Bor elementinin en yaygin rastlanilan bilesikleri; boraks (Na2B4O7i0H20), kernit
(Na2B4074H2U), kolemanit  (Ca2B60115H20),  asarit (MgBO20H),  hidroborasit
(CaMgB6011.6H20), sasolit (H3BO3), lleksit (NaCaB5098H20) pantermit (Na2B4022.3H20),
borasit (MgaB7013Cl) ve datolit (CaBSiO40H) gibi boratlardir. Ulkemizde en sik rastlanilan
bor bilesikleri tinkal, kolemanit, pantermit olup sasolit sadece italya’da bulunmaktadir.

Bor iceren bilesiklerden her biri degisik oranlarda elementer bor ihtiva ederler.
Kullanimi en yaygin olan bor bilesiklerinin icerdigi elementer bor dlzeyleri Tablo 2’de,

yaygin kullanilan ve bilinen bazi bor bilesikleri de Resim 1’de gdsterilmistir.

Tablo 2. Bor ihtiva eden bilesikler ve icerdikleri elementer boron diizeyleri (NPIC, 2006).

icerdigi elementer bor  Molekiil agirhgi

Bilesik adi Molekul formulu (Boron) diizeyi (%) (g/mol)
Boraks 0

(Tinkal, Na-tetraborat) Na2B407.10H20 % 11.34 381.43
Borik asit H3BO3 % 17.48 61.83
Disodyum oktoborat Na2BgO13 % 25.83 340.31
Kernit 0

(Na- tetraborat anhidrat) Na2B407 %215 201.22
Kolemanit Ca2B60N.5H20 % 14.85 291.35

(Na-tetraborat penhidrat)



Resim 1: Yaygin kullanilan ve bilinen bazi bor bilesikleri; A: Boraks (Tinkal),
B: Kernit, C: Kolemanit, D: Uleksit.

Bor’un izotoplarn da (8B, 10B,1B, 1B ve 13B) bulunmaktadir. Radyoaktif Ozellik
gosteren izotoplari ( B ve B) nukleer magnetik rezonans calismalarinda kullanilir. Kristal
formdaki bor, isiya dayanikli, hafif ve inert yapiya sahip, cizilmelere karsi ¢ok mukavemetli
olup ametal Ozellik gdstermektedir. Normal sicaklik degerlerinde su, hava ve asitlerle
(hidroklorik ve hidroflorik) soy davranislar sergilemektedir. Yanlizca konsantre nitrik asit ile
uygun sicakhk degerlerinde reaksiyon olusturup borik asite donisebilmektedir (Baykal,
2003).

Borik asidin magnezyum kullanilarak indirgenmesiyle amorf bicimde ve % 95-98
safsizlikta bor elde edilmektedir. Ortaya ¢ikan Urlin daha sonra asit ve bazlar ile islemden
gecirilerek filtre edilir ve kristal yapida oksit ihtiva eden, koyu kahve renkli goriiniimde son
uriin elde edilir (Greenwood ve ark, 1975). Boru element olarak ele aldigimizda kimyasal
yapisinin, morfoloji ve tane buyukliguyle ¢ok yakin iliskili oldugu gortlmektedir. Kristal
formdaki bor reaksiyonlara girmezken, mikron boyuttaki amorf bor reaksiyonlara ¢ok kolay
girmektedir. Borik asitin ve yan rinlerinin elde edilmesinde yuksek sicakliktaki borun su ile
reaksiyona girmesi yeterlidir. Bir diger borik asit olusma sekli ise mineral asitleri ile olan
reaksiyonudur. Bu reaksiyon konsantrasyon ve sicakliga bagli olarak yavas veya hizli
(patlama seklinde) olabilmektedir (Baykal, 2003).


http://bor.balikesir.edu.tr/bor.html
http://bor.balikesir.edu.tr/bor.html

Bor, yer kabugu iizerinde hemen hemen her ortamda (su ve toprakta) rastlanilan bir
elementtir. Topragin igerdigi bor diuzeyleri cografyaya gore degisimler gosterebilmektedir.
Ortalama olarak 10-20 ppm diizeylerinde olmakla birlikte bazi yorelerde (ABD, Tirkiye ve
Kazakistan gibi) yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Deniz suyunun igerdigi bor diizeyleri
0,5- 9,6 ppm kadardir. Igme ve kullanma sularinda ise bor 0.01-1,5 ppm diizeylerinde
bulunur. Maden rezervleri olarak bor dinyanin sadece belli yerlerinde yogunlagsmistir. Bu
bolgeler bagta tlkemiz olmak tizere ABD’nin kurak, sicak su kaynaklarinin bol oldugu,
volkanik aktivitenin rastlandigi yerlerinde borun oksijenle olusturdugu bilesikler seklinde
rastlanilmaktadir (Baykal, 2003).

Bor elementinin 1923 yilinda bitkiler igin esansiyel oldugu tespit edilmistir. Insan ve
hayvanlar i¢in esansiyel olabilecegine iligkin bulgulara da yakin zamanda ulagilabilmigtir;
bor’un kemik (Benderdour, 1998; Armstrong ve ark, 2001), mineral (Hunt, 1989; Dupre
1994), lipid (Basoglu, 2003), immun sistem (Hunt, 1999; Armstrong ve ark, 2001) ve enerji
metabolizmast (Hunt, 1991; Hunt 1998) ile endokrin sistem (Nielsen ve ark, 1987; Beattie ve
ark, 1993; Naghii ve ark, 1997) i¢in esansiyel olabilecegi bildirilmistir. Ancak bu elementin
insan ve hayvan metabolizmasina etkilerinin ¢ok az bilinmesine karsin, muhtemelen cis-
hidroksil gruplart igeren turleri ile reaksiyon olusturarak, hiicrede zar fonksiyonu ve
stabilitesinde, hormon reseptorleri ve transmemran sinyallerinde etkili olabilecegi ileri
strilmustir (Nielsen, 1991).

Insanlarda ortalama bor ihtiyacinin 0,5-1 mg arasinda oldugu bildirilmigse de
(Nielsen, 1991; WHO, 1996), bu konuda kesin ve kanitlanmig bir veri bulunmamaktadir. En
zengin bor kaynaklari meyveler, lifli sebzeler, findik, bakliyat, sarap, elma suyu ve bira
olmasina karsin, et, balik, sit urtinleri ve g¢ogu tahillar bor yoniinden oldukca fakir
kaynaklardir. WHO verilerine gore insanlar hava yoluyla giinde ortalama 0.44 pg, igme sular
ile 0,2-0,6 mg, besinler yoluyla 1,2 mg bor almaktadirlar (Rainey ve ark, 1999).

Bor bilesiklerinin sahip oldugu ustin 6zellikleri nedeniyle son yillarda kullaniminin
artmast oOngorilmektedir. Bu kapsamda bor bilesiklerin giinlik yasamda bazi kullanim
alanlar agagida belirtilmistir (Baykal, 2003; BOREN, 2016; Etimaden, 2017),

Cam endiistrisi: Bor igeren bilesikleri yogun olarak kullanan sektorlerden biridir. Bor
laboratuvar cam malzemeleri, yuksek isiya dayanikli firin malzemeleri, otomobil far ve
sinyallerinde, bilgisayar ekranlari, uzay araglari bilesenleri, niikleer tesis malzemelerinde
genis bir kullanim alanina sahiptir.

Seramik endiistrisi: Bor, seramik imalatinda genellikle sir ve fritlerde tercih

edilmektedir. Seramik sirlarinda bor oksit kullanilmakta olup, temel kullanim amaci cam ve
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malzeme arasindaki uyumu saglayarak sirrin genlesme kat sayisini diizenlemeye yardimci
olmasidir. Seramik malzemelerde dayanmiklilik ve ¢izilmelere karst mukavemet olusturan
borun en ¢ok kullanilan bilesigi kolemanittir.

Deterjan Endiistrisi: Sabun ve deterjan uretiminde en sik kullanilan bilesigi boraks
olusturmaktadir. Sodyum perboratta aktif oksijen kaynag olarak %10-20 oraninda
kullanilmaktadir.

Yanma onleyici malzeme imalati: Boratlar gunlik yasamda kullanilan birgok
malzemenin (ahsap, PVC, tekstil, yalitm malzemeleri gibi) kolay alev almamasi saglamak
amaciyla kullanilmaktadirlar.

Pestisit ve koruyucu olarak kullanimi: Ahsap malzemelerin bocek ve mantarlardan
korunarak uzun willar kullantmini saglamak amaciyla disodyum oktaborat tetrahidrat
kullanilmaktadir.

Tarmmsal amagh kullamimi: Bitkilerin gelisiminde esansiyel bir 6nemi olan bor,
saglikli buytime, ¢igek agma ve meyve kalitesi agisindan vazgecilmez bir yere sahiptir. Bu
amagla bor igerigi az olan topraklarda topragin pH diizeyi gozetilerek bor igeren glibreler
kullanilmaktadir.

Havacilik sanayisi: Ugak uretiminde kullanilan hafif ve dayaniklt kompozit madde
uretiminde bor giderek artan oranlarda kullanilmaktadir. Ayrica fiize yakiti olarak
kullanilabilecegi belirtilen hidrojen diboran ve hidrojen pentaboran gibi bilesikleri mevcuttur.

Metalurji: Bor geligin sertligini artirillmast basta olmak tizere bakir alagimlar, altin
analizleri ve ¢esitli metal kaplamalarda kullanim alan1 bulmaktadir.

Niikleer enerji iiretimi: Atom reaktorlerinde bor igeren ¢elikler, titan bor alagimlari ve
bor karburler kullanilmaktadir. Notron absorbani olarak kullanilmasi yaninda, niikleer
atiklarin depolanmasinda kolemanit kullanilmaktadir.

Insaat sektorii: Cimento iiretiminde kullamlan kolemanit iirtin dayamkliligini ve

kalitesini artirmaktadir.

2.1. Borik Asitin Kimyasal Yapis1 ve Fiziksel Ozellikleri

Borik asit (ortoborik asit veya borasis), bor elementinin zayif bir asit (pKa=9,15)
tirevidir. Kimyasal formuli HzBOs veya (B(OH);), seklinde ve beyaz toz halinde suda

¢ozinebilir halde bulunur. Sudaki ¢ézunurligi sicaklikla dogru orantilidir. Borik asitin agik



kimyasal formull Sekil 2°de, borik asitin diger bilesiklerden elde edilis reaksiyonu Tablo 3’de

verilmistir.

OH

/
HO — B

\

OH

Sekil 2. Borik asidin agik kimyasal formili

Tablo 3. Degisik bilesiklerden borik asitin elde edilis sekilleri (Keskin, 2003)

Na2B407.10H20 + H2SO4 Na2SOs + 4H3BO3+ 5H20
Tinkal Sulfirik asit Sodyum siilfat Borik asit ~ Su

Na2B407.5H20 + H2SO4 Na2SO:s + 4H3BO3

Sodyum pentaborat  Stlflrik asit

Ca2B6011.5H20 + H2S04 + 6H20
Kolemanit Silfirik asit  Su

Ca2B6011.5H20 + 4HNO3+ 2H20

Sodyum siilfat  Borik asit

2CaS04.2H20 + 6H3BO3
Kalsiyum silfat ~ Borik asit

6H3B03 + 2Ca(NO3)2

Kolemanit Nitrik asit ~ Su Borik asit  Kalsiyum nitrit

Borik asidin icerdigi elementer bor dlzeyi %17 kadardir. Borik asit zayif asidik
ozellikte olup, saglam deriden emilmez. Ancak solunum ve sindirim sisteminden kolaylikla
emilebilmektedir. Oral yolla alinan borik asit sindirim sisteminden %90 oraninda emilir.
Vicutta metabolize edilmez ve alinmasindan sonra 96 saate kadar idrarda tespit edilebilir.
Borik asitin metabolize edilememesinin muhtemel nedeni, bilesikteki bor ile oksijen
arasindaki bagin kirillmasi i¢in gok yiksek enerjiye (523 kJ/mol) gereksinim duyulmasininin

etkili oldugu ileri surtlmektedir. Plazma yarilanma émri (t/) yaklasik 21 saat kadardir

(Murray, 1998).

Borik asit ila¢ sanayinde oftalmik preparatlarda ve kozmetik preparatratlarda kullanim
alani bulmaktadir. GOz icin %3’luk solusyonlari antiseptik olarak kullanilirken, alkolde
%4°10k hazirlanan ¢Ozeltileri basta mantarlarla micadele icin olmak Uzere kulak
enfeksiyonlarinda kullanim alani bulmaktadir. Bazi veteriner ilaglarinda, hipokalsemi igin
hazirlanan kalsiyum preparatlarinda da kullaniimaktadir (BOREN, 2016)

Borik asidin yaygin kullanim alanina sahip olmasi toksik etkilerinin ne élctide oldugu

sorusunu beraberinde getirmistir. Kozmetik malzemelerde (koku gidericiler ve ginliik bakim
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urdinleri) borik asitin guvenli Ust limitinin Grin bazinda % 5 oldugu, bu oranin asilmamasi
gerektigi bildirilmistir (CTFA, 1983). Borik asit tipta uzun siireden beri kullanilan bir bilesik
olup, bazi kullanimlari sonrasi toksik etkilere neden olabilecegi rapor edilmistir. Pfeiffer ve
ark (1945) yanik ve yaralarda kullanilan borik asit icerikli merhemlerin hizli bir sekilde
emildigini ve idrarda bu maddelere rastlandigini bildirmislerdir.

Insanlarda borik asidin akut yilksek miktarda alimiyla ilgili bilgileri oldukca sinirhdir.
Sadece intihar vakalari veya kazara yiksek miktarda alinmasinda gézlemlenebilen az sayida
veri mevcuttur. Bulgular alinan miktar ve etkilenen organa gore degismekle birlikte
insanlarda borik asidin yetiskinlerde akut lethal dozunun 5-20 g, cocuklarda ise 3-6 g
arahiginda oldugu rapor edilmistir (NTP, 1987). Borik asidin saglikli bir insanda kan diizeyi
0,3 mcg/ml iken, zehirlenme durumlarinda 8 mcg/ml dizeyine kadar ciktigl, akut
zehirlenmelerde koma ve konvulziyon gibi noérolojik bulgular izlenirken, yiksek miktarda
6lime neden oldugu belirtilmistir. Borik asitin mutajenik bir madde olmadigi (Ames testiyle
Salmonella typhimurium TA98 ve TA100) rat ve farelerde uzun sireli yedirme denemelerinde
karsinojenik etkilerinin bulunmadigi gosterilmistir (Vanhoe ve ark, 1995; Murray, 1998).

Yapilan deneysel calismalarda borik asidin ratlarda etkisiz en dusik dozunun
(NOAEL) 55 mg/kg, en dusitk etkili dozunun 76 mg/kg (LOAEL) oldugu tespit edilmistir
(Murray, 1998). Rodentlerde borik asidin toksisite dlzeyleri ile ilgili yapilan diger
calismalarda, cinsiyete bagli toksisitenin degisebildigi erkek ratlarda oral LD% dozu 3450
mg/kg iken, disi ratlarda bu dlzeyin 4080 mg/kg oldugu tespit edilmistir. Borik asidin
farelerde oral akut LDsoduzeylerinin 3500 mg/kg oldugu bildirilmistir (Fail ve ark, 1998).

Borik asit toksisite agisindan dusuk ve cok dusiik toksik madde sinifinda yer
almaktadir. Ratlarda borik asidin LD%0 ve LC=0 diizeyleri agisindan toksisite siniflandirmasi
Tablo 4°de gosterilmistir (WHO, 1998; NPIC, 2006).

Tablo 4. Ratlarda borik asidin LD=0 (mg/kg) ve LCs (mg/L) dizeylerine gore toksisite
siniflandirmasi (NPIC, 2006).

Toksisitesi Y iksek Orta Dusuk Cok dusik
Akut oral LD <50 > 50 - 500 > 500 - 5000 > 5000
inhalasyon LC50 <0.05 >005-05 >05-20 >2.0
Dermal LD <200 > 200 -2000 > 2000 -5000 > 5000

LD50: Lethal Doz-50, LCH0: Lethal Konsantrasyon-50



2.2, Bor Bilesiklerinin Erkek Fertilitesine Olan Etkileri

Canlilarda fizyolojik fonksiyonlarin normal olarak devam edebilmesi i¢in gerekli
elementler, giinlik gereksinimlerinin tizerinde alinmas1 durumunda erkek fertilitesi tizerine
olumsuz etkiler dogurabilmektedir. Yanlig beslenme, kazara alinmasi, uzun siirelerde bu
bilesiklere maruz kalma ve fazladan alinmalar gibi nedenlerle erkek fertilitesi tizerine (sperm
uretimi ve kalitesinde) olumsuz etkilere neden olmaktadir (Dindyal, 2004).

Borun; organizmadaki islevinin tam olarak bilinmemesine karsin, viicut
fonksiyonlarinin normal bir gsekilde devam edebilmesi i¢in, belirli miktarda alinmasi gerektigi
ve belli diizeyler agildigt (0,3 mcg/ml/kan) zaman degisik doku ve sistemlerde zarali etkileri
ortaya ¢ikabildigi belirtilmektedir (WHO, 1996).

Weir ve Fisher (1972) adli arastirmacilar ratlarda yaptiklart deneysel calismada 3
farkli dozda (170, 350 ve 1170 ppm/giin) borik asit ilave edilmis yemlerin 3 nesil boyunca
uygulanmasi sonucunda, 1170 ppm/gin borik asit uygulanan erkek ratlarda kisirliga
rastlanildigini rapor etmislerdir. Bu arastirmacilar hayvan denemelerinde borik asitin tireme
sistemine yonelik toksik etkilerini ilk kez ortaya koyarak, bor igeren bilesiklerin tireme saglig
tizerine olan olumsuz etkilerine dikkat ¢ekmiglerdir.

Dixon ve ark (1976) ise erkek ratlarda yaptiklar bir ¢aligmada 3 farkli dozda (45, 150
ve 450 mg/kg) boraksi vererek tek doz toksisitelerine bakmiglardir. Ratlarda akut siirede
onemli bir degisimin olmadigini, ayni ¢aligmada 0.3, 1 ve 6 mg/L dizeyinde bor i¢eren igme
suyunu 90 gun sureyle titketen ratlarda bir degisime rastlanilmadigr rapor etmislerdir.

Yuksek miktarda (9000 ppm/4 hafta) borik asit’e maruz kalinmast durumunda
testislerde atrofi gelisebilecegi, sperm uretiminde azalma meydana gelebilecegi, doz-siire
iligkisine bagli olarak bu etkilerin geri dontisimsiiz olabilecegi ileri strtilmiistiir (Treinen ve
Chapin, 1991). Deneme hayvanlarinda borik asit kullanimi sirasinda; riboflavinuri (B3)
gelistigi, testis dokusunda kalsiyum, fosfor, ¢inko duzeylerindeki azalma oldugu belirlenmis,
ancak elde edilen bu verilerin sperm iretimindeki azalma ile baglantist ortaya konamamistir
(Ku ve Chapin, 1994).

Borik asitin etki mekanizmasini in vifro ortaya konmasi i¢in yapilan ¢aligmalarda;
ratlardan testis dokusundan izole edilen Leyding hicre kiltirlerine ilave edilen borik asitin,
hormon uretiminde degisiklik vyaratmadigl, sertoli hiicre kultirlerinde ise leproten

sprematosit/sertoli hiicre oranini azalttigini tespit etmislerdir (Ku ve Chapin, 1994).
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Ku ve ark (1993) erkek ratlarda 9 hafta siireyle yemlere farkli dozlarda (3000, 4500,
6000 ve 9000 ppm/gin) borik asit uygulamis ve takip eden haftalarda normal diyete
doniilerek sonuglart degerlendirilmistir. Calismada dusik miktarlarda borik asit (3000 ve
4500 ppm/gin) uygulanan grupta sperm uretiminde azalma, ylksek doz alan gruplarda (6000
ve 9000 ppm) ise testis dokusunda atrofiler tespit edilmistir.

Farelerde 42 gin sireyle normal musluk suyu (0,6 mg/L. bor) ve ilave bor igeren
(12mg/L) su uygulanmasi sonucunda; bor ilave edilen grupta testis dokusunda vakuolizasyon,
epitel dejenerasyonlari, tubuler ve morfometrik ol¢imlerde degisiklikler, tunika albugineada
hasar saptanmistir. Aynt ¢aligmada bor ilavesinin testis dokusunda COX-2 duizeylerinde
azalmalara neden oldugu bildirilmistir (Obregon ve Olivares, 2012).

Ratlarda borik asitin akut, subkronik ve kronik etkilerinin degerlendirildigi bir
caligmada 2, 14, 28, 57 giin sireyle 2000 mg/kg/giin borik asit uygulanarak, sperm ornekleri
alinmistir. Yirmisekizinci giinde alinan sperm orneklerinde; kontrol grubuna gore, borik asit
uygulanan ratlarda spermatozoon olgunlagsma bozukluklart ve morfolojik bozukluklarin
gorildagn bildirilmistir. Ayni arastirmada akut ve subkronik etkilerin ortaya konmast i¢in 14
gin streyle 250, 500, 1000 ve 2000 mg/kg borik asit uygulanmistir. S00 mg/kg borik asit
uygulamasinin akut etkilerinin olmadigi, 1000 mg/kg uygulanan grupta epidimal sperm
morfolojisinde bozulma ve miktarinda azalma oldugu, ayrica 1000 ve 2000 mg/kg borik asit
uygulanan farelerde dizensiz stoplazmik gorintimdeki spermatitler ve olgunlagma
bozukluklart oldugu ifade edilmistir (Linder ve ark, 1990).

El-Dakdokhy ve ark (2013) yaptig1 bagka bir ¢alismada, erkek ratlara 3 farkli dozda
(125, 250 ve 500 mg/kg) borik asiti 60 gin sireyle uygulamistir. Calisma sonucunda 125
mg/kg verilen grupta anlamli bir degisiklige rastlanilmazken, 250 ve 500 mg/kg borik asit
uygulanan gruplarda testiktler atrofi, epididimiste kiigilme, spermiasyonda bozulmalar ve
testis dokusunda Mg ve Zn dizeyinde azalma tespit edilmistir. Ayrica testis dokusundan
alinan orneklerde DNA diizeyinde azalma, ¢ok az diizeyde DNA hasarlar rapor edilmistir

Insanlarda borun infertilite iizerine olan etkileri konusunda Duydu ve ark (2011)
yaptiklart aragtirmada bor madeninde ¢alisan erkek is¢ilerden alinan kan ve sperm 6rneklerini
incelemislerdir. Kandaki bor duzeylerine gore 3 farkli sekilde gruplandirilmislardir; gonilla
denekler (49 ng/g), diusuk bor grubu (100 ng/g) orta maruziyet grubu (100-150 ng/g), ve
yiksek maruziyet grubu (150 ng/g). Spermada olast DNA hasarinin degerlendirildigi
caligmada, kontrol grubuna gore higbir grupta anlamli bir degisimin olmadigt gorilmustir.
Robinson ve ark (2010) tarafindan Cin’de bor madeninde ¢alisan 192 is¢ide yapilan benzer bir

caligmada 1s ve ¢alisma ortam1 nedeniyle yogun dizeylerde bora maruz kalinmasi sonucunda
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sperma parametrelerinde ve spermatozoon DNA hasar1 yoninden anlamli degisikliklerin

olmadig: bildirilmistir.

2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Hiicrede aerobik metabolizmanin fizyolojik devami sirasinda elektron transportu
asamasinin normal bir Grini olarak ortaya g¢ikan serbest oksijen tirleri (ROS) kimyasal
yapilar1 dengeli olmayan reaktif 6zellik tagiyan bilesiklerdir. Hiicre ve dokularda elektron
transportundaki bozulma sonucu ROS diizeylerinde artma olabilecegi gibi olusan bu fazla
trinler; protein, lipid ve niikleik asitlerde hasar olusturabilir. Butiin aerobik o6zellikteki
organizmalar, mitokondrilerinde molekiiler oksijenin indirgenmesi sirasinda yan tiriin olarak,
kisa omure sahip reaktif atom ve molekuller uretirler. ROS yapiya sahip tirinlerin reaktivite
ozellikleri nedeniyle hiicrede meydana getirdikleri hasar, oksidatif stres olarak
tanimlanmaktadir (Cavdar ve ark1997; Diindar ve Arslan, 1999).

Yaslanma ile iligkili fiziksel ve fizyolojik degisikliklerin nedeninin de hiicre ve doku
diizeyinde meydana gelen oksidatif stres kaynakli oldugu kabul gormektedir. Yapilmis olan
birgok c¢aligmada, serbest oksijen radikallerinin artmasi ve buna bagli ortaya ¢ikan lipid
peroksidasyonun bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadigir gosterilmistir. Cagimizin en
onemli hastaliklarindan kanser basta olmak tzere yaslanma, miyokard enfarktisi gibi
kardiyolojik problemler, alzheimer, parkinson, noéro-dejeneratif sinir sistemi hastaliklari,
astim, diabetes mellitus ve romatoid artrit gibi hastaliklarin oksidatif stres ile baglantili
oldugu gosterilmistir.

ROS bilesikleri yapisal yonden incelendiginde, molekiiler ya da atomik yoriingesinde
degisen sayidaki reaktif eslesmemis elektrona sahip olduklari, kisa émurli, kararsiz, molekul
agirhig olan molekuller olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Halliwell, 1992; Hilmi, 1994; Akkus,
1995; Halliwell ve ark, 1995; Cavdar ve ark 1997; Thara ve ark, 1999).

Tedavide kullanilan ilaglar ve ilag toksikasyonlari, zararli kimyasallar, radyoaktivite,
ultraviyole maruziyeti, imminolojik ve biyokimyasal reaksiyonlar ile sigara-alkol gibi
maddeler hiicrelerde serbest radikal olusumu artirabilirler. Serbest radikal reaksiyonlar
makrofaj ve notrofil gibi hiicreleri normal gorevlerini gerceklestirmesinde vazgegilmez bir
yere sahip olsalar da, bu bilesiklerin fazla tretimi hiicre olimleri ve doku hasarlarina yol
acabilmektedir. ROS diizeylerindeki artma, hiicrelerin lipid, protein, karbohidratlar ve DNA
gibi tim 6nemli bilegenlerinde hasara neden olabilirler (Halliwell ve ark, 1992; Babior, 2000).
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ROS drinlerine kargt hiicrede en duyarli yapiya sahip komponent lipidler olup
ozellikle membran lipidlerindeki doymamis yag asitleri ve kolesteroliin etkilenmesi
sonucunda lipid peroksidasyon olarak tanimlanan bir dizi zincir reaksiyonu basglatilabilcegi
bilinmektedir. Hucrede aragidonik asit metabolizmasi sebebiyle ortaya ¢ikan serbest
radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonuna “enzimatik lipid peroksidasyonu”, diger
radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna ise “enzimatik olmayan lipid
peroksidasyonu” seklinde tanimlanmaktadir (Haber ve Weiss, 1984).

Lipid peroksidasyonu sonunda serbest radikaller ve diger reaktif tiirler doymamig yag
acil zincirinden bir H atomu aciga c¢ikararak baslattigi bir dizi reaksiyon sonucu lipid
peroksitleri, malondialdehid (MDA), 4-hidroksinonenal (4-HNE), konjuge dienler
olugabildigi belirtilmistir (Haber ve Weiss 1984, Kavas 1994,). Reaksiyon sonucu sekillenen
lipid peroksitleri, MDA, 4-HNE gibi aldehit yapil1 bilesikler, organizmada yer alan protein ve
enzim yapilarinin bozulmasina, DNA’da zincir kirilmalara ve membran lipidlerine zarar
vererek hiicre yapisinin bozulmasina, hiicre dlumiine kadar gidebilen bir dizi reaksiyona
neden olabilecegi belirtilmistir (Kavas, 1994, Tokag, 2007).

Canli organizmayi olusturan hucreler, gerek fizyolojik olaylar sirasinda, gerekse de
tim dis etkenler sonucu olusabilecek ROS bilegenlerini inhibe edebilen, olasi hasari
giderebilecek savunma mekanizmalarina sahiptirler. Bu sistemlerde yer alan ve radikallerle
oldukca cabuk reaksiyonlara girerek peroksidasyon ve otooksidasyonun ilerlemesini
onleyebilen maddeler “antioksidan” olarak isimlendirilmektedir. Ortaya ¢ikan ROS
metabolitlerinin Uretiminin 6nlenmesi, Uretilmig radikallerin ortamdan uzaklagtirilmasi, olasi
hiicre harabiyetinin onarilmasi, yeniden radikal ureten reaksiyonlarinin durdurulmas: ve
endojen antioksidan savunma kapasitenin artirilmast olarak tanimlanan savunma
mekanizmalar1 da “antioksidan savunma sistemi” geklinde tanimlanmaktadir (Gutteridge,
1995; Duindar ve Arslan, 1999).

Antioksidan savunma sisteminleri enzimatik” veya “enzimatik olmayan”
antioksidanlar olarak gruplandirilabildigi gibi, yap1 ve isleyis mekanizmalarina gore gorev
aldiklant yapilara gore “intraselliler” (SOD, CAT, GPx, sitokrom oksidaz gibi),
“ekstraselluler” (albumin, transferrin, sertiloplazmin, laktoferrin gibi) ve “membran” (vitamin
E, koenzim Q, B-karoten gibi) antioksidanlar seklinde de simiflandirilabilmektedir (Stadtman
1993; Byung, 1994; Gutteridge, 1995; Halliwell ve ark, 1995; Diindar ve Arslan, 1999).
Onem arz eden antioksidan savunma sistemleri ve gorevleri Tablo 5°de, ROS ve diger

reaktiflerin Uretimi Sekil 3’de verilmistir.
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Tablo 5. Onemli antioksidanlar ve gorevleri (Diindar ve Aslan, 1999).

Antioksidan Gorev
Intraseliiler
Glutatyon (GSH) GSH redoks substratt

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R)
Glutatyon S-transferaz (GST)
Katalaz (CAT)

Stokrom oksidaz

Stiperoksit dismutaz (SOD)

H,0O,’ nin diisiik konsantrasyonunun giderilmesinde kataliz6ér

Okside glutatyonun rediikte glutatyona déniistimiinde katalizor
Glutatyonun konjugasyonunu saglayan katalizor

H,0O,’nin yiiksek konsantrasyonunun giderilmesinde katalizér

O, ’nin indirgenme basamaklarinda toksik madde olusumu &nleyicisi

Siiperoksidin giderilmesi reaksiyonunda kataliz6r

B-Karoten (Vitamin A)
Ubiquinol

Ekstraseliiler
Albumin HOCI radikal topalyicist, hem proteini ve bakir iyonlar baglayicisi
Askorbat (Vitamin C) Hidroksil radikal giderici ve tokoferolii indirgeyici antioksidan
Bilirubin Peroksil radikal toplayicisi
Ferritin Doku demir baglayicisi
Glikoz Hidroksil radikallerini giderici antioksidan molekiilii
Haptoglobinler Hemoglobini baglayarak hem’in salintmin énler
Hemopeksin Serbest hem proteinlerini baglayarak oksidasyonunu inhibe eder
Laktoferrin Diistik pH’da demir iyonlar baglayicis
Mukus Hidroksil radikal toplayicisi
Seriiloplazmin Siiperoksit radikalini nétralize eder ve bakir iyonlar baglayicist
Sistein Organik bilesik indirgeyicisi
Transferrin Serbest demir iyonlarim fenton tepkimesi ile inhibe eder
Urat Metal baglayicisi ve degisik radikal toplayicisi

Membran
Koenzim Q10 Enerji metabolizmasinda antioksidan
o-Tokoferol (Vitamin E) Lipidlerde ¢6ziinerek peroksidasyon zincir kiricist

Singlet oksijen olusumunu inhibe eder ve ¢esitli radikal toplayicis
Lipoproteinlerin otooksidasyon dnleyicisi
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Arginin

—? —
NADH + H 2 Ksantin
NADPH+H
(FADH2) ! P-450 \ /
a da Ksantin Oksidaz
Mitakondrigl Ems1 yvy [ NO sentetaz
NAD* H2°2
Urik Asit NADP
NADPH Oksidaz NO sentetaz
Arg ya da BH. -
9y NO vericileri
NADPH+ H NADP* S°4
MPO
HOCI
! ya da ONOO"
-+l ' Cu  Oksitlenen
02+0H Vit C Vit C Giy+ CH20
ONOOH Sarkozin
Fe2*ya da Cu Sar Oksidaz

OH+ NO2
KLOH r AsetllICoA oksidaz
Urik Asit Oksidaz
LOOH \ D-AA oksidaz
02+ h2o Monoaminler

+ h20
Hemoglobin
LOO

Sekil 3. Serbest radikallerin olusumu ve diger reaktif tirlerinin Uretimi (Kaya 2005).

2.4. Erkek Fertilitesinde Oksidatif Stres ve Antioksidanlarin Roli

Gegtigimiz son elli yil icinde insanlarda testis patolojilerinde ve kanserlerinde artis
oldugu gortlmustir. Cevresel kirliligin (6zellikle reproduktif zehirler) bunda 6nemli payi
oldugu, bu durumun dreme sagligina olumsuz etki gostererek hiicresel dlzeyde oksidatif
hasara neden oldugu vurgulanmistir (Carlson ve ark, 1992; Auger ve ark, 1995). Farkli
gorusler olsa da, yapilan ¢alismalarda erkek infertilitesin oksidatif stres sonucu azalabilecegi
(Aitken, 1995).
ROS’larin, sperm foksiyonlarinda azalmaya yol actigi bildirilmistir (Alvarez, 1987; Aitken,

gosterilmistir Spermatozoon memranlarina peroksidatif hasar veren
1994). Yapilan calismalarda infertil erkeklerin saghkh olanlar ile kiyaslandiginda sperm ROS
dizeylerinin %25 oraninda daha yuksek oldugu bildirilmistir (Iwasaki ve ark, 1992; Zini ve
ark, 1993).

Serbest radikaller ve lipit peroksidasyon testis fizyolojisinde énemli bir yere sahiptir.
Testis dokusunda antioksidan savunma molekilleri oldugu bilinmekle birlikte, bu
molekdillerin  somatik hiicreler kadar yogun konsantrasyonda olmadigi bilinmektedir

(Lamirande ve ark, 1997). Testis dokusunda olusan serbest radikaller hicrelerde Onemli
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degisimlere neden olma riskini de beraberinde getirirler. En buytk tehlike de hasarin DNA
tizerinde meydana gelmesidir ki yeni jenerasyona zarar verme olasiligint beraberinde getirir
(Stohs ve Bagchi, 1995; Samanta, 1997).

Spermada ROS duzeyi disik veya normal seviyede oldugunda spermatozoonlar
fonksiyonel ve iyl durumda olmasina karsin, ROS ve l16kosit miktarinin artmasi
spermatozoonlarda olgunlasma bozukluklari ve hasarlara neden olabilir (Aitken, 1994). Insan
spermalarinin oksidatif strese duyarli olduklan bilinmektedir. Bu duyarliligin sperm htcre
duvarinin zengin doymamis yag asidi diizeyinden kaynaklandig bilinmektedir. Akrozon
reaksiyonlart ve sperm-yumurta interaksiyonlarinda 6nemli rol alan endojen ve ekzojen
kaynakli olarak ortamda artan miktarda ROS, 6nce sperm membranina zarar vererek, sonraki
asamada DNA molekuline ulagarak hasar olusturabilir (Alvarez ve ark, 1987; Fraga ve ark
1991; Twigg ve ark, 1998). Meydana gelen DNA hasar1 sadece spermatogenezis sirasinda
degil, ureme teknolojileri gelistirme asamalarinda veya hiicreleri dondurma iglemleri
sonucunda da (in vitro hasar ve post testikiler hasar gibi) olusabilir (Watson, 2000). Ortaya
¢tkan DNA hasar1 mekanizmalari tam olarak bilinmemekle birlikte sebebi (yaslanma, ¢evresel
kosullar, genetik ve metabolik nedenler) ne olursa olsun DNA’da gorilecek bir hasar
infertiliteyle sonug¢lanabilmektedir (Cohen Bacrie ve ark, 2009; Aitken ve Deluliis, 2010).

Olgunlagmasint tamamlamis bir spermatozoon tam anlamiyla DNA hasart tamiri
gerceklestiremez. Meydana gelen hasar sadece oocyt igine girdikten sonra ve uygun
kosullarda sekillenebilir. Dolayisi ile ileri diizeylerde olusan DNA hasari oosit i¢ine giren
spermatozoonda tam olarak tamir edilemeyerek yeni gelisen yavruda perinatal bozukluklara
ve erken embriyonik olumlere neden olabilir. Bunun dogum sonrasinda erken dénem
(¢ocukluk donemi) kanserlere ve ruhsal hastaliklara (sizofreni gibi) zemin hazirlayabilecegi
ifade edilmistir (Zini, 2009).

Sperma onemli bir antioksidan kaynagi olup, igerisindeki antioksidan bilesikler
spermatozoonlarin oksidatif strese karst korunmasinda yardimer olurlar (Jeulin ve ark, 1989;
Gagnon ve ark, 1991; Zini ve ark, 1993). Spermatozoonlarda endojen antioksidan enzim
aktivitesi olduguda bildirilmistir. Bu enzimler SOD, CAT ve GSH-Px’dir (Zini ve ark, 1993;
Zini ve ark, 1997). Bu enzimlerden az miktarda da sperma igerisinde oldugu bildirilmistir
(Sanocka ve ark, 1997). Sperma igerisinde enzimatik olmayan énemli bazi1 antioksidanlarin da
(Vitamin-E, taurin, hipotaurin, L-karnitin, likopen) bulundugu ve bunlarin total antioksidan
kapasite hesaplanmasinda onemli oldugu bildirilmistir (Holmes ve ark, 1992, Zini ve ark,

1993).
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Gunumuzde dahi sperma icerisindeki antioksidanlarin DNA hasarina yonelik
koruyucu etkinlikleri tartismali bir konudur. Yapilan bir c¢alismada fertil ve infertil
erkeklerden alinan sperm 6rneklerinde; seminal oksidan/antioksidan denge ve spermatozoon
DNA hasari incelenmis; sz konusu calismada infertil grupta (n=30), fertil gruba kiyasla
(n=32) parametrelerde istatisliksel anlaml degisikligin olmadigi ifade edilmistir (\Verit ve ark,
2006). Bazi arastirmacilar antioksidanlarin ROS kaynaklarini azalttigi icin DNA hasari
olusumunu Onledigini ileri sirerken, bazi arastirmacilar hasara iliskisinin koruyucu
etkinliklerinin olmadigini savunmaktadirlar (Fraga, 1991; Xu ve ark, 2003; Song ve ark,
2008). Dogrulugu kabul gdren goriise gore, GSH sperm uretimi ve saklanmasinda 6nemli rol
oynadi§l, cauda epididiymis icerisinde Ureme hcrelerini oksidatif stres ve DNA hasarina
karsi gucli koruyucu etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Williams ve ark, 1998; Chabory ve ark,
2009; Noblanc ve ark, 2012).

in vitro olarak oksidatif stres olusturdugu bilinen hidrojen peroksitle yapilan bir
calismada erkek farelere 1, 2, 3 ve 5 hafta sireyle, t-butil ve c-butil peroksitler 100 g canh
agirhga sirasiyla 30 ve 60, 15 ve 30 mmol miktarinda uygulanmistir. Elde edilen sonugclarda
hidrojen peroksit uygulanan farelerde lipit peroksidasyonun doza gore artis gosterdigi, testis
dokusunda DNA hasar oranlarinin %35-47 arasinda degistigi vurgulanmistir. Ayni calismada
testiste patolojik bulguya rastlanmazken, spermatozoonlarda yapilan morfolojik incelemede
kafa ve kuyruk anormallikleri ile hiicrelerin post mayotik safhada etkilendigi tespit edilmistir
(Kumar ve ark, 2002).

Organik fosfoslu pestisitlerin reme sistemi Uzerine oksidan etkinlik gosterdigi
bildirilmistir (Afifi ve ark, 1991; Ferdinand ve ark, 2014). Jallouli ve ark (2015) erkek farelere
30 gun 20 mg/kg dozda dimethoate vererek yaptigl calismada dimethoate uygulamasi sonucu
erkek farelerin sperm parametrelerinde (miktar, motilite, 6lu canh orani) %49-62 oraninda
degisen azalmanin meydana geldigi, anormal sperm sayisinda artis oldugu belirlenmistir.
Ayni calismada lipit peroksidasyon (MDA) agisindan anlamli dlzeyde artma oldugu ve
antioksidan enzim dizeylerinin hem testis dokusunda hem de spermatozoonlarda azaldigi
bildirilmistir. Organik fosforlu bir insektisit olan metamidofos ile yapilan bir diger akut
calisma modelinde erkek farelere 3,75 ile 5 mg/kg dozunda 4 gun streyle uygulanmis daha
sonra 1, 28 ve 45. glnlerde sperm analizleri, testis dokusunda oksidatif stres parametreleri ve
DNA hasar1 agisindan incelenmistir. Alinan sperm 6rneklerinde bahsedilen dozlarda herhangi
bir DNA hasar1 tespit edilmemis ancak; fertilizasyon kapasitesinde dusme gorilmis ve
spermatozoonlarin etkilenme oranlarinin dretim safhasina gére degisebildigi (mitoz, mayoz ve

depolanma asamas! gibi) bildirilmistir (Acosta ve ark, 2014).
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Hava kirliliginin erkek fertilitesine olumsuz etkilere neden oldugu, geng¢ bireylerde
sperm miktarin1 etkilemeden sperm kalitesini diigirdigu tespit edilmistir (Selevan ve ark,
2000). Yapilan bir ¢alismada; 7 giin siireyle 22, 56 ve 112 mg/m’ diizeylerinde siilfiir dioksit
(SO2)’e ginde 6 saat maruz birakilan erkek farelerin, kontrol gruplarna kiyasla testis
dokularinda lipit peroksidasyonda artigla birlikte, antioksidan enzim diizeylerinde azalmalarin
gorildagn saptanmistir (Meng ve Bai, 2004). Yine benzer bir sekilde, Maestra ve ark (2015)
sigaranin erkek fertilitesine olumsuz etkilerine yonelik yaptiklarn bir ¢aligsmada 10 hafta glinde
12 saat sigara dumanina maruz birakilan farelerde, kontrol grubuna gore sperm anormallikleri,
testis dokusunda histopatolojik degisimler ve spermatozoon DNA hasart gorildugl, ayrica
oksidatif stres parametrelerinde kontrol grubuna gore artig oldugu belirtilmistir.

Etanolin farkli dozlarda sperm parametrelerine olasi etkilerinin degerlendirildigi
caligmada; 36 adet erkek fareye, 35 giin streyle %5 ve %10 alkol i¢eren diyetler sakkarin ile
kombine edilerek oral yoldan uygunlanmistir. Calisma sonunda cauda epididiymis’ten alinan
sperm orneklerinde; sperm miktardaki azalma, morfolojik bozukluklar, motilitedeki azalmalar
bildirilmigtir. Ayni1 g¢aligmada Tunnel medotu kullanilarak sperm hiicrelerinde apoptosis
diizeyleri incelenmis; kontrol, sakkarin, %S5 etanol + sakkarin, %10 etanol + sakkarin,
gruplarinda bulunan degerler sirasiyla (%) 6.57, 20.14, 42.85 ve 51.57 olarak bulunmustur.
Doza bagli degisen oranlarda alkolin farelerde sperm anormallikleri ve DNA bitinliginde
bozulmaya neden oldugu tespit edilmistir (Rahimipour ve ark, 2013).

Agir metallerin fertilizasyon uzerine olasi etkileri incelendiginde de Onemli
olumsuzluklar dikkati ¢ekmektedir. Omegin kadmiyumun erkek fertilitisindeki etkisininin
degerlendirildigi bir ¢alismada; nano partikiller halinde kadmiyum sulfit 50 mg/kg ve 100
mg/kg dozda 45 gun sireyle oral olarak uygulanmistir. Calisma sonunda tim gruplarda
kontrol grubuna gore kadmiyumun testis dokusunda énemli diizeyde arttig1, buna bagli olarak
testesteron diizeyi ve hormonlarin iretiminden sorumlu gen (CYP11A1 mRNA) diizeyinde
azalma oldugu, sadece 100 mg/kg uygulanan grupta epididimal sperm miktarinda azalmayla
birlikte anormal goriiniimli spermlerde artis ve testis dokusunda histopatolojik degisimler
bildirilmistir. Sonug¢ olarak kadmiyumun doza bagli olarak erkek fertilitesini olumsuz
etkiledigi tespit edilmistir (Jiang ve ark, 2014).

Nikel tuzlar karsinojenik etkileri olan bilesiklerdir. Bu bilesiklerin yaygin oldugu
ortamlarda c¢alisan insanlarda burun ve akciger kanserlerine yiksek oranlarda
karsilagilmaktadir. Bu nedenle insan ve hayvanlarda potansiyel kanser olusumuna neden olan
bir madde olarak kabul edilmektedir (Venugopal, 1978). Nikel tuzlarinin erkek farelerde

ureme sistemine etkisine yonelik yapilan ¢aligmada nikel kloriir 100 g canli agirliga 5 pmol
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tek doz ve 0.625, 1.25, 2.5 ve 5.0 pmol 3 giin siireyle intraperitonal olarak uygulanmistir. Tek
ve yikksek doz (5.0 mmol) verilen gruplarda spermatozoonlarda 6nemli diizeyde DNA
hasarlar1 gozlenlenmis olup, diger gruplarda doza bagli artan oranlarda anormal sperm
yuzdesinin yiikseldigi, testis dokusunda oksidatif stres parametrelerinde artiglarin oldugu
vurgulanmisgtir (Doreswamy, 2004).

Benzer sekilde Zhang ve ark (2016) bakir tuzlarinin erkek iireme sistemine yonelik
etkilerinin belirlenmesi amagli ¢aligmalarinda; erkek farelere 30 gin sureyle haftada 2 kez
periton i¢i olarak 1.25, 2.5 ve 5 mg/kg dozlarda bakir kloriir (CuCly) uygulayarak; sperm
motilitesi, anormal sperm miktari, serum testesteron diizeyi ile GSH tiretiminden sorumlu gen
(GSHx5 mRNA) diizeyi, androjen reseptdr (AR-mRNA) diizeyleri incelenmistir. Yiikksek doz
(5§ mg/kg) alan grupta sperm anomalilerinin ve GSHx5 mRNA diizeyinin arttigi, AR-mRNA
diizeylerinde ve testesteron duzeylerinde azalma gorildagl; tim gruplarda motilitede,
spermatozoon oOli/canli oranlar, akrozon butinlugu, testis ve canli agirlikta anlamli
degisimler olmaksizin, anormal sperm miktarint artirdii, antioksidan enzim diizeylerini

azalttigr testis dokusunda oksidatif stresin gelistigi tespit edilmistir.

2.5. Tek Hiicre Jel Elektroforez (Comet) Yontemi

Comet yontemi ilk kez 1978 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan tanimlanmis olup,
Singh ve arkadaglar1 1988’de bunu gelistirerek alkali Comet yontemini modifiye etmislerdir
(Lemay ve Wood, 1999; Tice ve ark, 2000; Dikilitags ve Kogyigit, 2010). Daha sonraki
yillarda bu yontem; ¢esitli ajanlarin yol actigt DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin tespiti i¢in
kullanilan hassas, hizli ve glivenli bir metod olarak tercih edilmistir. Diger bir ad1 da “Tek
Hiicre Jel Elektroforez” yontemi olup, ginimiizde DNA hasart ve onarim bozuklugunun
tayinini amaglayan caligmalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Genotoksinleri ilk etki
baglattiklari alanda degerlendirebilen, okaryotik tiim hiicrelerde kullanim imkan1 bulan, duguk
hasar seviyesini olgebilen, az sayida hiicre ile hizli ve basit bir sekilde sonuca ulagtiran
avantajli ve giivenilir bir yontemdir (Blasiak ve Treciak, 1998; Tice ve ark, 2000; Liao ve ark,
2009).

Comet yontemi, alkali pH’da farkli molekil agirligina ve elektrik yiikiine sahip DNA
molekullerinin  elektriksel ortamda degisik diizeylerde hareket etme esasina gore
caligmaktadir. Bu yonteme gore, hiicreler ve ¢ekirdekgikler agaroza konmakta, sonrasinda

lizis ve alkali elektroforez tamponunda yuritme ve nétralizasyon asamalarini tamamlayarak
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floresan boyayla boyanmaktadir (Blasiak ve Treciak, 1998). Floresan mikroskop ile incelenen
preparatlarda zarar gormemis DNA’lar Comet (kuyruk) olusturmazken hasar géren DNA
molekillerindeki fragmentler farklt molekil agirligina ve yukine sahip olacaklarindan,
elektriksel ortamda degisken bi¢imlerde hareket ederek ¢ekirdekten disart dogru “kuyruklu
yildiz” gibi hareket ederler. Bu sekildeki goriiniimiinden dolay1 “Comet” adi verilmistir. Bu
test ile yapilan kantitatif degerlendirmede; kuyruk momenti, kuyruktaki DNA yilizdesi ve
kuyruk uzunlugu gibi parametreler degerlendirilmektedir (Dikilitag ve Kogyigit, 2010).

Metal iyonlarn ve toksik ajanlarin doza ve stireye bagl olarak erkek fertilitesi tizerine
olumsuz etkileri gortulebilmektedir (Tablo 6). Bu durum sperm miktar ve kalitesinde azalma,
morfolojik bozukluklar ile DNA hasarina yol agarak fertilitede azalmaya neden
olabilmektedir. Bor igeren bilesikler; son yillarda artan oranlarda giinliik yagamda kullaniliyor
olmasi, fertilite problemlerinin giinden giine artmasi, bu bilesikler kullanilarak yapilan hayvan
denemelerinde fertilite Uzerine olumsuz etkilerinin oldugunun rapor edilmis olmasi,
siphelerin devam etmesine neden olmaktadir. Ancak sahip oldugu tstin 6zellikleri nedeniyle
de bor ve bor iceren bilesiklerden vazgecilmeside miimkiin gozitkmemekte hatta kullaniminin
daha da artmas1 ongoriilmektedir. Bu nedenle insan ve hayvan saglig1 agisindan doz ve siireye
bagli etkilerinin tam olarak aydinlatilmasi, bor bilesigine farkli diizeylerde maruziyetin erkek
fertilitesi Uizerine olan etkilerin aydinlatilmasi olduk¢a ¢nemlidir. Bu kapsamda borun farkls
doz ve surelerde uygulanmast sonrast; canlt agirlik, testis ve v. seminalis agirliklari, testis
dokusuna olast oksidan ve antioksidan diizeyleri ile spermatozoon DNA hasarina olasi

etkilerinin degerlendirilerek bilimsel verilere katki saglanmast amaglanmistir.

20



Tablo 6. Erkek fertilitesini olumsuz etkileyen faktorler (Harvey ve ark, 1999).

Etmenler Adi

Cevresel faktorler
Organik yapili kimyasallar
ve Pestisitler

-DBCB
-DDT
-PCB

- Dioksinler
- Metilklorid
Agir metaller - Kursun

- Civa

- Kadmiyum
- Kobalt

- Nikotin

- Alkol

- Marijuana
- Steroidler

Bagimlilik yapan maddeler

ilaglar
Antimikrobiyaller - Tetrasiklinler

- Sulfonamidler

- Gentamisin

- Neomisin

- Nitrofurantoin

- Siklofosfamid

- Sisplatin

- Prokarbazin

- Nitrojen mustard
- X 1sinlari ve gama radyasyon

Antineoplastikler

Radyasyon

- Simetidin

- GnRH analoglari
- Ketokonazol

- Leoprolid

- Siklosporin

- Lityum

- Flutamid

- Gossipol

Diger ilaglar

Biyolojik ajanlar
- Hipertermi

- Infeksiyon/inflamasyon

- Oksidatif stres yaratan maddeler

- Yaglanma

DBCB: Dibromo klorobiitan,

Etki sekli

- Fertilite ve libidoda azalma

- Embriyo ve fetiis kaybi

- Dogmasal defektler

- Sperm Kalitesinde distklik

- Ostrojenik etki

- Kanser

- Spermatogenesizde azalma

- Santal sinir sistemi defektleri

- Testikuler hasar

- Hipotalamo-hipofiz adrenal aksta diisis
- Spermatogenesisde azalma

- Zayif sperm fonksiyonu

- Hipotalamo-hipofiz adrenal aksta diisis

- Spermatogenesizde azalma
- Zay|f sperm fonksiyonu
- Testikuler hasar

- Sperm motilitesinde azalma

- Germ hiicrelerde ve leyding
hucrelerinde hasar

- Hipotalamo-hipofiz adrenal aksta diisiis

- Sperm miktarinda azalma

- Libidoda azalma

- Spermatogeneziste azalma

-ROS’da artis

- Spermatogeneziste azalma

- Testikuler hasar

-ROS’da artis

- WBC’de artis

- SOD’da azalma

- IL-8 'de artis

- Sperm fonksiyonlarinda azalma
-ROS’da artis

- Lipit peroksidasyonda artma

- Sitokinlerde artis

- Sperm fonksiyonlarinda azalma
-ROS’da artis

- Hipotalamo-hipofiz adrenal aksta diistis
- Lipit peroksidasyonda artma

- Sperm uUretiminde azalma

DDT: Dikloro difenil trikloroethan, GnRH: Gonadotropin saliveren hormon,

PCB: Poliklorlu bifenil, ROS: Reaktif oksijen tiirleri, SOD: Siiperoksit dismutaz, WBC: Lékosit, 1L-8: interleukin-8
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Hayvan Materyali

Caligsmada 35-40 gram agirliklarinda 3-4 aylik saglikli 80 adet erkek Swiss albino CD-
1 fare kullanildi. Denemede kullanilan fareler Bornova Veteriner Arastirma Ensitiisi’nden
temin edildi. Deneysel ¢alisma Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Uretim ve Deneysel Arastirma Laboratuvari’nda, ADU-HADYEK (Adnan Menderes
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu) 04.10.2012 tarih ve 2012/084 sayili onayi
ile gergeklestirildi.

Deney gruplarinda kullanilan fareler 22-24°C oda sicakliginda, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlikta kalacak sekilde, Tip-1 ve Tip-2 kafeslerde tutuldu (Resim 2). Farelerde c¢aligsma

siresince standart fare yemi ve ¢esme suyu ad /ibitum olarak verildi.

3.1.2. Deneysel Uygulama

Calisma oncesi denemede kullanilan hayvanlarin ortama uyum saglayabilmeleri i¢in 2
hafta beklendi. Bu siire sonunda, farelerin canli agirliklari, grup ortalamalar1 ve uygulanacak
borik asit miktarlar hesap edildi. Hayvanlar 4 hafta ve 6 haftalik gruplara ve bunlarda kendi
icinde 4’erli alt gruplara (kontrol, 115 mg/kg, 250 mg/kg, 450 mg/kg/giin borik asit) ayrildi.
Uygulanan borik asidin doz ve siiresi, Dixon ve ark (1976) ile El-Dakdoky ve ark (2013)’nin
yapmisg olduklar1 deneysel ¢aligmalar gozetilerek modifiye edildi.

Gruplar olusturulurken hayvanlarin canli agirliklarinin homojen olmalarina dikkate
edildi. Adaptasyon streci tamamlandiktan sonra farelere oral yolla giinlik verilecek borik
asit, uygun miktarda distile suda eritilerek, diiz gavaj kullanilarak (Harvard Apparatus, 20 G
ve 24 G) 4 ve 6 hafta sureyle uyguland:.

22



Deneme suiresi boyunca canlt agirlik degisimleri olabilecegi ongoruldigiinden haftalik

olgtimler yapilarak uygulanan borik asit miktarlari diizenlendi. Calismada yer alan borik asit

gruplari, uygulama dozlari, borik asit diizeyine gore almis olduklart elementer bor (boron)

diizeyleri, canli agirlik ortalamalant ile uygulama siiresi ve sekli Tablo 7°de, farelerin

barindiklar1 ortam ve borik asit uygulama sekline ait resimler Resim 2 ve 3’de verilmigtir.

Tablo 7. Calismada yer alan gruplar, borik asit uygulama dozlari, borik asit diizeyine gore
almig olduklari elementer bor (boron) diizeyleri, canlt agirlik ortalamasi ile uygulama stresi

ve sekli.
Gruplar ve Uygulama Gruptaki Uygulama oncesi .
. hayvan Uygulama siiresi ve
uygulama dozundaki elementer CA ortalamasi .
o . sayisi sekli
dozu bor diizeyi (n) (gr)
Kontrol ; 10 40,20 + 0,84 4 hafta, ginde 1 kez,
oral serum fizyolojik
115 mg/kg 19,5 mg/kg 10 38,37+ 0,83
4 hafta, giinde 1 kez,
250 mg/kg 42,5 mg/kg 10 38,97 £ 1,60 oral borik asit
450 mg/kg 76,5 mg/kg 10 41,65+ 1,45
P AD
Kontrol ; 10 36,90 + 2,38 6 hafta, giinde 1 kez,
oral serum fizyolojik
115 mg/kg 19,5 mg/kg 10 42,83 £ 1,48
6 hafta, giinde 1 kez,
250 mg/kg 42,5 mg/kg 10 42,06 + 1,56 oral borik asit
450 mg/kg 76,5 mg/kg 10 41,34+ 1,10
P AD

CA: Canli agirlik, AD: Anlaml degil.
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Resim 2: Deney hayvanlarinin bireysel kafeslerde barindiriimasi.

Resim 3: Farelere borik asidin gavaj uygulamasi ile oral yoldan verilmesi.
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3.1.3. Cihazlar

Bu calismada ADU Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda
bulunan; spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Kyoto, Japan), buz dolabi/derin dondurucu
(Samsung RL62ZBSW), sogutmali santriftj (Hettich Zentrifugen, Mikro 200R, Almanya),
teflon baslikli homojenizator (IKA Overhead Stirrer, Almanya), 1sitmali manyetik karistirici
(IKA RH Basic 2 ve Nuve MK 418), dijital pH metre (Denver model 225), etiv (Nive FN
500), 10-20 lam kapasiteli yatay elektroforez tanki (Cleaver Scientific), kesintisiz gug
kaynagi (MGE Evolution 650), florosans mikroskop (Olympus 1X71), dispenserler
(Ependorf, Scorex, Brand), farkli boyutlarda deney tupu, balon joje ve beher glas (Isolab),
ependorf tupu (1,5 ml’lik, Isolab) vorteks (Nuve NM110 ve IKA MS3 Basic), dikey tlp
karistirict (P Selecta) hassas terazi (Shimadzu AX 120), su banyosu (Memmert WNB 10),
cerrahi makas ve pens (FST Germany), cerrahi eldiven (Beybi), polietilen insilin enjektori

(Beybi) ile cesitli laboratuvar gereclerinden yararlanildi.

3.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismanin deneysel boliminde kullanilan borik asit (Sigma-B0252) uygun miktarda
distile suda suda cozdurulerek uygulanmistir. Dokularin homojenizasyonunda potasyum
dihidrojen fosfat (Sigma 04243), sodyum fosfat dibazik (Sigma S-9763), sodyum Klorir
(Sigma S-9625) ve potasyum dihidrojen fosfat (Merck 104936) kullanilarak fosfat tampon
hazirlandi. Antioksidan ve oksidan analizlerde kullanilan diger kimyasallar Sigma-Aldrich,
Merck ve Archem’den temin edildi.

MDA analizleri igin; trikloro asetik asit (Sigma S-27242), tiobarbiturik asit (Sigma T-
5500 MDA), hidroklorik asit (Sigma 30721) kullanilmistir. SOD analizleri igin; ksantin
oksidaz (Sigma X-1875), ksantin (Sigma X-0626), nitroblue tetrazolium (Sigma N-6876),
kloroform (Merck 102444), etanol (Merck 100986), amonyum siilfat (Merck 101217), Bakir
Klorir (Merck 818247), sodyum karbonat (Sigma S-7795), sigir albimini (Sigma A-7906),
sodyum fosfat dibazik dihidrat (Sigma-71643) kullaniimistir. CAT analizinde; hidrojen
peroksit (Merck-108597) ve total protein analizinde “Total Protein kiti (ARCHEM)” den
yararlanilmistir. GSH analizlerinde ise; EDTA (Sigma E-9884), glutasyon (Merck 104090),
metafosforik asit (Merck 100546), DTNB (Sigma D-8130), sodyum sitrat (Sigma S-4641)

kullaniimistir.
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DNA hasarini belirlemek igin yapilmis olan tek hiicre jel elektroforez (Commet)
yontemi i¢in kullanilan kimyasallar ise; agarose (low melting point agarose (LMPA), Sigma-
A9414), agarose (normal melting point agarose (NMA), Sigma-A9539), tris-HCL (trizma
hydrochloride, Sigma-T3253), EDTA (Sigma-EDS), sodyum hidroksit (NaOH pellet, Sigma-
06203), dithiothreitol (DTT Sigma-D9779), proteinase K (Sigma-P6556), triton X-100
(Sigma-T8787), P-mercaptoethanol (Sigma-M6250), DAPI floresan DNA boyast (Sigma-
D9542), tris (hydroximethylaminomethane, Sigma-252859), sodyum n-lauryl sarcosine
(Sigma-131776), etil alkol (S1igma-459836) kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerinin Alinmasi

3.2.1.1. Testis doku 6rneklerinin alinmasi

Calisma stresinin bitiminde (4 hafta ve 6 hafta) farelerin tiim testis doku agirliklar
tartilarak kaydedildi. Diseksiyon ile ¢ikarilan testis dokusu ve v seminalis hassas terazide
tartildi. Agirliklart kaydedildikten sonra dokular fosfat tamponu (PBS, 150 mM pH 7,4)
icerisine alindi. Elde edilen dokular ayni giin i¢inde teflon baglikli homojenizator kullanilarak,
buz kalibinda PBS (pH 7,4) igerisinde 2000 devir ve 1 dk siireyle homojenize edildi.
Homojenatlar, sogutmali santrifiij cihazinda 7000 devirde 10 dk ve 4°C’de santriftyj edildi ve
sipernatantlar analizleri yapilincaya kadar -80°C’de (NU 9668E, Nuaire, Japonya) saklandi.

3.2.1.2. Sperm orneklerinin alinmasi

Testis dokularinin ¢ikarilmasinin ardindan farelerin cauda epididiymis’leri dikkatli bir
sekilde ortaya cikartilarak, uygun bir makas ve penset yardimiyla dokudan bir miktar
alinarak, onceden hazirlanmis 1sitmali dizenek tzerine konmus petri kabindaki PBS
soliisyonu igerisine birakildi. Sivi igerisinde bulanik bigimde gorinen orneklerden sperm

alinarak analizleri yapildi.
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3.2.2. Sperma Orneklerinin Analizi

Alinan sperm ornekleri bekletilmeden analizleri yapilmis olup; motilite muayenesi,

oli/canli oranlari, membran buttnlukleri ve DNA hasart oranlari ve yizdeleri belirlendi.

3.2.2.1. Motilite muayenesi

PBS ile sulandirilmig sperma ¢rneklerinden 10 pl alinarak daha énceden 1s1s1 37 °C ye
ayarlanan 1sitma tablali faz kontrast mikroskop tizerindeki lama konulmus ve tizeri lamel ile
kapatilarak en az 5 farkli alan degerlendirilerek motil olan spermatozoon orani belirlendi.
Sonrasinda bu degerlendirmede her bir ornek icin yizde (%) deger verildi. Tim

degerlendirmeler tek bir kisi tarafindan yapild.

3.2.2.2. Olii-Canli spermatozoon muayenesi

Her bir farede ayr1 ayr yapilan olii-canli spermatozoon orani supravital boyama
teknigiyle belirlendi. 10 pl sperma 10 pl eosin-nigrosin boya (% 3 sodyum sitrat, % 3 nigrosin
ve % 1 eosin) ile dikkatlice kanstirlldi. Daha sonra lamel yardimiyla froti gekilerek
preparatlar hazirland:. Isik mikroskobu altinda degerlendirilen her bir preparatta toplamda 200
spermatozoon olacak sekilde boya alan 6li ve boya almayan canli spermatozoonlar sayilarak,

her bir fareye ait canli spermatozoon orani ylizde deger (%) olarak belirlendi.

3.2.2.3. Spermatozoonlarda membran biitiinliigiiniin belirlenmesi

Spermatozoonlarin membran bitinligi degerlendirmesinde daha onceki literatiir
verileri dikkate alinarak degerlendirildi (Correa, 1994). Eosin nigrosin boyama teknigiyle
kombine edilen hypo-osmotic swelling test (HE-test) kullanildi. Bu amagla her fareye ait 20
ul sperma 6rnegi osmotik basinct 80 mOsm/L’ye ayarlanmig 180 ul frikktoz soltisyonu iginde
37°C de 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi farelere ait 6rneklere eosin nigrosin

boyamasi yapilarak preparatlar hazirlanarak her bir preparattan; toplam 200 spermatozoon

27



15tk mikroskop altinda sayildi ve her gurupta kivrik kuyruklu (membrane butinligini

korumus) spermatozoon orani yiizde olarak (%) belirlenmisgtir.

3.2.2.4. Spermatozoonlarda DNA hasarlarinin belirlenmesi

DNA hasarlt spermatozoonlarin belirflenmesi amaciyla tek hiicre jel elektroforez
(Commet) yontemi kullanilmistir. Daha 6nceden PBS igerisinde ¢ozdirilerek hazirlanan
%0,75 (w/v) Dusiik erime noktali agaroz (LMPA)’dan 190 pl alinarak tizerine 10 ul sperma
ilave edilmigtir. Daha onceden tizerleri PBS igerisinde ¢ozdirilmus %1 (w/v) normal erime
noktalr agaroz (NMA) ile kaplanmig lam tzerine 200 pl sperma LMPA karigimi yayildiktan
sonra Uizerine lam kapatilarak 4°C de 5 dakika katilagmaya birakilmistir. Daha sonra ustteki
lam dikkatlice ¢ekilerek ayrilmigtir. Bu sekilde her fare igin hazirlanan preparatlar gece
boyunca igerisinde 1% n-lauroylsarcosine, 1 M tris-HCI, 0,5 M ethylenediamine tetraacetic
acid (EDTA) ve 0,3 M mercaptoethanol bulunan (sodyum hidroksit peletleri kullanilarak
pH>10 ayarlanmig) lizis soliisyonu igerisinde bekletilmistir (Chen ve ark 2002). Lizis
solisyonundan ¢ikarilan preparatlar distile su ile yikandiktan sonra, elektroforez tankina
yerlestirilip 300 mM sodyum hidroksit ve 1 mM EDTA bulunan elektroforez soliisyonu
icerisinde 4°C de 20 dakika inkube edildikten sonra 40 dakika siiresince 50 volt elektrik
akimina maruz birakilmistir. Elektroforez isleminden sonra preparatlar sirasiyla 0.4 M tris
(pH=7) igeren notralizasyon solisyonundan ve %50, %70 ve %90 methanol igeren
soliisyonlardan gegirilerek fikze edilmistir. Preparatlar kuruduktan sonra 70 ul DAPI (40,6-
diamidino-2-phenyindole-dilactate) ile boyanarak iizerleri lamelle kapatilmistir (Hughes ve
ark, 1996).

Spermatozoonlar DNA’lant hasarli (kink DNA pargalarinin elektrik akimi yontinde
surtklenmesine bagli olarak onde asil DNA yuvarlagi ile arkada DNA serpintilerinin
olusturdugu kuyruk nedeniyle olusan kuyruklu yildiz gorintisi) veya DNA hasari
bulunmayan (asil DNA’nin bir biitiin sekilde goriindiigii) hiicreler belirlenerek (Anderson ve

ark, 1998) DNA hasarli spermatozoon oranlart belirlenmigtir. ~ Gorintilerin

degerlendirilmesinde ‘‘Image J° yazilim (Version 1.47v, NIH, USA) programindan
faydalanilmistir. Fluoresan mikroskopta her bir lam i¢in sayillan 100 hiicrede DNA hasari
cekirdekten uzayan kuyruk uzunlugunun seviyelerine gore “hasarsiz (0)”, “az hasarlt (1)”,

“orta derecede hasarli (2)”, “yiiksek derecede hasarli (3)” ve “hasarli (4)” olmak tzere 5

kategoride (Tip’te) degerlendirilerek (Resim 4), preperat basina her bir kategorideki DNA
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hasar1 asagida bilirtilen formal ile tanimlanan “Arbitrary Units (AU)” degerleri hesaplanarak,
hasarli hicrelerin kategori numarasi (0 - 4 arasl) ve yuzdesi (%) hesaplanmistir (Collins ve
ark, 1995; Collins ve Harvathova 2001).

Arbitrary Units (AU) = [(0 x hasarsiz hiicre sayisi) + (1 x az hasarli hiicre sayisi) + (2 x orta
derecede hasarli hiicre sayisi) + (3 x yiksek derecede hasarl hiicre sayisi) + (4 x hasarh hicre

sayisi)]

Pozitifkontrol icin uygun miktardaki sperm ornekleri 42°C de sicak su banyosunda 10
dk bekletildikten sonra yukarida belirtildigi sekilde agar kaplanmis lamlara aktarilarak diger
hicreler ile ayni islemlere tabi tutuldu ve “pozitifkontrol grubu” olarak ¢alismaya ilave edildi
(Stephen ve ark, 1995).

Resim 4: Floresan mikroskop kullanilarak DNA hasarinin derecelendirilmesi
(0: Hasarsiz, 1: Hafifhasar, 2: Orta diizeyde hasarh 3: Yiiksek diizeyde hasar, 4: A§ir hasar).

3.2.3. Testis Dokusunda Oksidan - Antioksidan Parametre Analizleri

Farelerden alinan testis doku orneklerinden elde edilen 80 adet doku siipernatantinda
malondialdehit (MDA) dizeyi, stperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi, glutatyon (GSH)

dizeyi ve katalaz (CAT) enzim aktivitesi ile total protein (TP) miktari degerlendirildi.
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3.2.3.1. Malondialdehid (MDA) analizi

MDA analizi, Yoshioka ve ark (1979) ile Draper ve Hadley (1990) tarafindan
belirtilen tiyobarbitiirik asit (TBA) yontemine dayali olarak yapildi (Tablo 8). Bu metoda gore
MDA, aerobik ortamda TBA ile 90°C’de inkiibasyonu sonucu pembe renkli kompleks
olusturur. Bu kompleksin (MDA konsantrasyonu) absorbansinin spektrofotometrede 532 nm
dalga boyunda okunmasi temeline dayanir. Sonuglarin hesplanmasinda reaksiyon ortaminda
bulunan MDA-TBA  kompleksinin 532 nm’deki  ekstinksiyon  katsayisindan
(e=1.56x10°/M/cm) faydalamldi ve nmol/ml cinsinden MDA konsantrasyon degerleri

hesaplanarak, sonuglar nmol/mg doku protein olarak verildi.

Tablo 8. Testis doku siipernatantinda MDA analizinin yapilist.

Kor Ornek
Distile su 0.5 mL -
Doku siipernatant - 0.5 mL
TBA (% 0.675 lik) 1 mL 1 mL
1CA (% 10’luk) 3 mL 3 mL

Vortekste karistirildi ve tiiplerin agz1 kapatildi
Tiipler 90 °C’liki su banyosunda 30 dk bekletildi
Tiipler buz dolu kap igersinde 15 dk bekletildi
n-butanol 4 mL 4 mL
Vortekste karigtirtldi
3000 rpm’de 10 dakika santriftyj edildi
Ayri temiz tiipe n-butanol’lu kistmdan aktarildi (en az 2.5 mL)
532 nm’de okundu

3.2.3.2. Siiperoksit dismiitaz (SOD) analizi

SOD analizi, Sun ve ark’nin (1988) metoduna dayal1 olarak yapild: (Tablo 9). Yontem
ksantin ve ksantin oksidaz enzimini kullanarak reaksiyon ortaminda enzimatik bir tepkime ile
olusturulan siiperoksit radikalinin, ortamda bulunan NBT’u indirgemesi ile olusan ve
maksimum 560 nm’de absorbans veren kirmizi formozon olusum inhisyonunun
belirflenmesinde SOD aktivite miktarinin indirekt olarak saptanmasi temeline dayanir.
Sonuglar reaksiyon ortaminda bulunan doku SOD enzim aktivitesi tnite (U) cinsinden

hesaplandi ve U/mg doku protein olarak verildi.
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Tablo 9. Testis doku siipernatantinda SOD analizinin yapilist.

Kor Ornek
Distile su 0.5 mL -
Doku siipernatant - 0.5 mL
Etanol 250 uL. 250 uL
Kloroform 150 uL. 150 uL
Vortekste karigtirtldi

Karigim +4 °C’de 5 dk 12 000 rpm/dk hizda santrifiy edildi
Ayri temiz tiplere
Reaktif karigimi 2.45 mL 2.45 mL
Santrifiij sonrast
her bir tiipte ustteki berrak kisimdan 0.5 mL aktarildi

Ksantin oksidaz 50 ul 50 pL
Karigim 25 °C’lik sicak su banyosunda 20 dk inkube edildi
CuCl, 1 mL 1 mL

560 nm’de okundu

3.2.3.3. Katalaz (CAT) analizi

CAT analizi, Bergmeyer ve ark’nin (1974) yontemine dayali olarak yapildi (Tablo 10).
Bu metoda gore 1sik spektrumunun ultraviyole dalga boyunun azalmasiyla, ortamdaki
hidrojen peroksit (H,O,) artan bir absorbans verir. CAT enzim aktivitesi numunede bulunan
CAT enziminin etkisiyle uygun bir tampon ig¢inde yer alan H,O, nin yikilmasi sonucu, 240
nm’de Olcilebilen absorbansta saptanan azalma hizi ile dogru orantili olmasi prensibine
dayanir. Yontemde belirtilen siire igerisinde absorbanstaki azalma tespit edilerek, reaksiyon
ortaminda bulunan doku CAT enzim aktivitesi hiz sabitesi (k) cinsinden hesaplandi ve

sonuglar k&/mg doku protein olarak verildi.

Tablo 10. Testis doku stipernatantinda CAT analizinin yapilist.

Kor Ornek
Fosfat buffer 2.95mL -
Fosfat bufferli H,0, 2.95 mL
Doku siipernatant 50 ul 50 pL

Quartz kivetin kapaklart kapatildi
Kivetler alt-ust edilerek karistirildi
240 nm’de 15 saniye arayla 2 kez okundu
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3.2.3.4. Glutatyon (GSH) analizi

Bir tripeptit olan GSH (glutatyon, y-glutamilsisteinilglisin) analizi, Tietz’in (1969)
metoduna dayali olarak yapildi (Tablo 11). Bu yonteme gore tiim non-sulfidril gruplarn
indirgenmis GSH formundadir. DNTB (5,5’-ditiyobis, 2-nitrobenzoik asit) distlfid kromojen
yapisinda olup silfidril bilegikler tarafindan indirgenerek sari renkte bilesik olusturmasi ve
412 nm absorbansta okunan GSH konsantrasyonun, bu indirgenmis kromojenin ile dogru
orantili olmasina dayanir. Orneklerin absorbanslar standart egride yerine konularak degerler

mg/dL olarak bulundu ve sonuglar mg/g doku protein olarak verildi.

Tablo 11. Testis doku siipernatantinda GSH analizinin yapilist.

Kor Standart Ornek
Distile su 2mL 1.8 mL 1.8 mL
Standart - 200 uL -
Doku siipernatant - - 200 pL
Presipitasyon soliisyonu 3 mL 3 mL 3 mL
Vortekste karigtirtldi

Oda 1s1sinda 5 dk inkiibe edildi
Inkiibasyon sonrast her bir tiipe 2 ml filtrat alind1
Na,HPOj ¢ozeltisi 8 mL 8 mL 8 mL
DTNB soliisyonu 1 mL 1 mL 1 mL
Alt — tst ederek (3 kez) karigtirildi
Quartz kivette 412 nm’de 4 dk i¢ginde okundu

3.2.3.5. Total protein analizi

Doku stipernatantinda total protein miktar1 belirlenmesinde ve buna ait hesaplamalarda
ticari test kitinde (Referans kot-A2300, Archem Health Ind. Co., Turkiye) belirtilen yontemler
dikkate alind1 (Tablo 12). Bu yontem proteinlerin peptidik baglart absorbansi 520 - 560 nm’de
olgiilebilen mavi - mor renkte kompleks olusturmak i¢in alkali bakir (II) soliisyonu ile
etkilesme reaksiyonu olusturmasi temeline dayanir. Doku total protein miktar test kitinde
belirtildigi sekilde hesaplandi ve sonuglar mg/ml olarak MDA ve GSH diizeyi ile SOD ve

CAT enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanildz.
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Tablo 12. Testis doku stipernatantinda total protein miktarinin belirlenmesi.

Kor Standart Ornek
Aywag 1 1 mL 1 mL I mL
Standart - 10 puL -
Doku siipernatant - - 10 uL
Distile su 10 pul - -
Vortekste karigtirtldi

Elde edilen karigim 30 °C’lik sicak su banyosundalO dk inkiibe edildi
546 nm’de 30 dk i¢inde okundu

3.3. Istatisliksel Degerlendirme

Elde edilen parametrelerin dagilimi Shapiro-Wilk, varyans homojenitesi Levene’s testi
ile belirlendi. Gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirmeler verilerin normal dagilima
uygunluguna gore Kruskall-Wallis veya tek yonli ANOVA, verilerin zamana baglh
istatistiksel degerlendirmeleri ise t-testi veya Mann-Whitney testi ile belirlendi. Gruplar
arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Duncan’s testi veya Bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney U testi kullanildi. Veriler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, version
11.5) programinda degerlendirildi ve P<0.05 olanlar 6nemli olarak kabul edildi (Conover,

1980).
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4. BULGULAR

4.1. Agirhik Degerleri

4.1.1. Canh Agirhk

Calismada 4 hafta sireyle oral yolla borik asit alan farelerin final canli agirliklar,
kontrol, 115, 250 ve 450 mg/kg’lik gruplarda sirasiyla 41,20+0,84, 39,59+1,15, 39,99+1,17,
40,86+1,15 g olarak tespit edilmistir. Alt1 hafta stre borik asit uygulanan farelerde ise canli
agirlik degerleri sirastyla;, 39,40+2.25, 44.32+1,41, 4297+1,28, 40,30+1,00 g olarak
belirlenmigtir. Canli agirliklann karsilastinldiginda uygulama oncesi ve uygulama sonrast

agirliklar arasinda farklilik bulunmamistir (Tablo 13).

4.1.2. Testis ve Vesicula seminalis Agirhklar

Dort hafta sonunda olgiilen testis agirliklart kontrol, 115, 250 ve 450 mg/kg’lik
gruplarda sirastyla; 192,60+5,98, 171,80+4,43, 174,10+£5,98, 178,40+9,73 mg oldugu tespit
edilmistir. Doz arttik¢a testis agirliklarinda azalma oldugu ancak meydana gelen degisimin
istatisliksel anlamlilik tagimadigr belirlenmistir. Altt haftalik gruplarda ise degerlerin
sirastyla; 194,30+6,85, 207,90+3,88, 180,80+0,07, 177,20+1,54 mg oldugu yine 4 haftalik
gruplar gibi anlamli degisimlerin olmadig: tespit edilmistir (Tablo 14).

Vesicula seminalis agirliklarinda doza bagli bir azalma goézlemlenmis olup kontrol
grubu, 115, 250 ve 450 mg/kg borik asit alan gruplarda sirasiyla; 356,90+7.44, 270,50+8 43,
311,00+17,57 ve 268,90+0,63 mg bulunmustur (£<0.05). Bu degerler 6 haftalik siirede ise
sirastyla; 280,30+25,65, 342,10+17,83, 320,70+15,76, 264,60+12,52 mg olarak tespit
edilmistir (P<0,05) (Tablo 14).
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Tablo 13. Calisma o6ncesi ve borik asit uygulama sonrast canlt agirlik degerleri (n=10).

Canh agirlik (g)
Zaman Gruplar P
Calisma oncesi Calisma sonunda

Kontrol 40,20 + 0,84 41,20+ 0,84 AD
4 hafta 115 mg/kg/giin 38,37+ 0,83 39,59 £ 1,15 AD
250 mg/kg/giin 38,97 + 1,60 39,99 + 1,17 AD
450 mg/kg/giin 41,65+ 1,45 40,86+ 1,15 AD

P AD AD
Kontrol 36,90 + 2,38 39,40+ 2,25 AD
115 mg/kg/giin 4283 + 148 4432+ 1,41 AD
6. hafta 250 mg/kg/giin 42,06 + 1,56 42,97+ 1,28 AD
450 mg/kg/giin 41,34+ 1,10 40,30 + 1,00 AD

P AD AD

AD: Anlamli degil.

Tablo 14. Farkli dozlarda borik asit uygulanan farelerde 4 ve 6. hafta testis ve v. seminalis
agirliklart (n=10).

Zaman Gruplar Parametre
Testis agirhig1 (mg) V. seminalis agirhg (mg)
Kontrol 192,60 + 5,98 356,90 +£ 7,44%
A hafia 115 mg/kg/giin 171,80 + 4,43 270,50 + 8,43 °
250 mg/kg/giin 174,10 + 5,98 311,00 +17,57 %
450 mg/kg/giin 178,40 £ 9,73 268,90 + 20,63
P AD *
Kontrol 194,30 + 6,85 280,30 % 25,65 >°
115 mg/kg/giin 207,90 + 3.88 342,10+ 17,83 °
6. hafta 250 mg/kg/giin 180,80 % 0,07 320,70 + 15,76 *
450 mg/kg/giin 177.20 + 1,54 264,60+ 12,52°
P AD *

a, b, ¢: Ayn siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.
*: P<0.05, AD: Anlamli degil.
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4.2. Sperm Parametreleri

Motilite oranlart 4 haftalik gruplarda; kontrol, 115, 250 ve 450 mg/kg borik asit alan
gruplar sirasiyla (%); 77.50+2.38, 79.00+1.94, 73.00+1.85, 69.00+2.66 olarak bulunmustur
(P<0.05). Bu degerler 6 haftalik gruplarda ise sirastyla (%), 78,00+1,52, 72,50+4,36,
68,50+2,24, 54,00+4,33 olarak tespit edilmigtir (P<0.001). Ayrica fiziksel incelemelerde
dikkati ¢eken bir diger husus ise hem 4 hemde 6 haftalik siirelerde yiksek doz (450 mg/kg)
borik asit alan gruplardaki farelerde progresif motilitenin (ileri yonde hareketli spermatozoon
orani) dustigu gozlemlenmistir.

Canli sperm oranlar1 incelendiginde 4 haftalik gruplarda kontrol, 115, 250 ve 450
mg/kg borik asit uygulanan gruplar sirasiyla (%); 73.5042.00, 78.80+1.44, 74.30+1.39,
70.70+1.57 oldugu tespit edilmistir (P<0.01). 6 hafta streyle borik asit uygulanmast sonucu
ise bu degerlerin sirastyla (%); 74,00+£0,93, 68,00+2,33, 68,20+1,93, 57,00+3,09 oldugu tespit
edilmistir (P<0.001). Borik asit uygulamada siire arttik¢a canlt sperm oraninda azalma dikkati
cekmektedir (Tablo 15).

Membran butiinlugl acisindan degerlendirildiginde ise 4 haftalik gruplarda sirasiyla,
kontrol, 115, 250 ve 450 mg/kg borik asit alan gruplar (%), 75.60+1.78, 67.90+2.20,
62.00+2.16, 64.30+1.85 oldugu tespit edilmistir (£<0.001). Bu degerler membran biutunlugi
acisindan 6 haftalik siirede kontrol, 115, 250 ve 450 mg/kg borik asit alan gruplarda sirasiyla
(%); 74.70+1.32, 58.30+2.25, 60.00+1.54, 55.10+3,26 olarak belirlenmistir (P<0.001).
Uygulama siiresi ve dozun artmasi, membran biitinlugu degerlerini azalttig gorilmektedir
(Tablo 15).

Goruldugi gibi 4 ve 6 hafta borik asit uygulamasi kontrol grubu degerleriyle
kiyaslandiginda testis v. seminalis agirliklari, canli sperm oram (%) ve membran bitinlugi

(%) parametrelerinde degisik derecelerde anlamli farkliliklara neden olmustur.
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Tablo 15. Farkli dozlarda borik asit uygulanan farelerde 4 ve 6. hafta sperm parametreleri

(n=10).
Parametre
Zaman Gruplar Motilite Canli sperm Membran
(%) (%) biitiinliigii (%)
Kontrol 77,50 +£238%°  7350+2,00°° 75,60+ 1,78"
4 hafia 115 mg/kg/giin 79,00 + 1,94° 78,80 + 144"  67,90+2,20°
250 mg/kg/giin 73,00+ 1,85  7430+139>  62,00+2,16°
450 mg/kg/giin 69,00 + 2,66 ° 70,70 +1,57° 64,30+ 1,85°
P * kok kskosk
Kontrol 78,00+ 1,52 74,00+ 0,93* 74,70+ 1,32°
115 mg/kg/giin 72,50 + 4,36 *° 68,00+£233°  5830+225°
: m un ) + ) ) + ) ) + )
6. hafta 250 mg/kg/g 68,50 +2,24° 68,20+ 193" 60,00+ 1,54°
450 mg/kg/gin 54,00 + 4,33° 57,00 +3,09° 55,10+ 3,26°
P # sk sk ® sk sk HAk

a, b, ¢: Ayn siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig: gostermektedir.
*: P<0.05, **: P<0.01, *: P<0.001.

4.3. Spermatozoonlarda DNA Hasari

Comet assay testi uygulanarak yapilan yapilan incelemede, borik asit alan 4 haftalik
gruplarin tim dozlarinda herhangi bir DNA hasart olugsmadigr tespit edilmistir. Dort haftalik
450 mg/kg alan gruplarda DNA gorintiisi etrafinda hale olusumu bazi resimlerde
gozlemlenmistir.

Alt1 haftalik gruplarda 4 haftaliklarin aksine DNA hasarinin olustugu tespit edilmistir.
Bu hasar diizeyi doza bagli olarak degismekle birlikte, olusan hasarin derecesi (O: hasarsiz, 1.
derece, 2. derece, 3. derece ve 4. derece hasar) degerlendirildiginde; kontrol, 115, 250 ve 450
mg/kg borik asit alan gruplarda sirasiyla; 0.00, 0.12+0.04, 0.324+0.07, 0.66+0.14 oldugu
belirlenmistir (£<0.001). Kontrol grubunda herhangi bir hasar tespit edilemezken doz arttikga
hasar diizeyinde artigin sekillendigi tespit edilmistir. DNA hasarinin oldugu hiicre sayisinin
toplam hiicre sayisina orani agisindan degerlendirildiginde ise; kontrol, 115, 250 ve 450
mg/kg borik asit uygulanan farelerde sirasiyla (%); 0.00, 3.30+1.43, 6.20+1.84, 14.40+2.89
oldugu belirlenmistir (£<0.001) (Tablo 16). Borik asitin 6 hafta siirede spermatozoonlarda
DNA hasar1 dizeyleri; 450 mg/kg alan gruplarda genellikle orta ve ileri diizeyde hasar (3. ve
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4. derece) gozlemlenirken, 115 ve 250 mg/kg’lik gruplarda hafif ve orta diizey (2. ve 3.

derece) hasar tespit edilmistir (£<0.001). Buna ait spermatazoon DNA hasar derecesi ve

hasarli hiicrelerin uygulama stresine gore karsilagtirllmast Tablo 17°de, pozitif kontrol ve

uygulama gruplarinin sperma DNA hasar goriinttileri Resim 5°de verilmigtir.

Tablo 16. Farkli dozlarda borik asit uygulanan farelerde 4 ve 6. haftada sperm DNA
hasar derecesi ve DNA hasar yiizdesi (n=10).

Parametre
Zaman Gruplar
DNA hasar dercesi (0-4)  DNA hasarli hiicre (%)
Kontrol 0,00 0,00
115 mg/kg/giin 0,00 0,00
4. hafta Fresy ’ ’
250 mg/kg/giin 0,00 0,00
450 mg/kg/giin 0,00 0,00
P AD AD
Kontrol 0,00 ¢ 0,00 ¢
115 mg/kg/giin 0,12+ 0,04° 330+1,43°
6. hafta 250 mg/kg/giin 0,32 +0,07° 6,20 + 1,84 ¢
450 mg/kg/giin 0,66+ 0,14 % 14,40 £2,89°
P skokosk skokosk

a, b, ¢, d: Ayni1 sutundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligi géstermektedir.
**%. P<0.001, AD; Anlamh degil.
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Tablo 17. Farkli dozlarda borik asit uygulanan farelerde testis ve v. seminalis agirligt ile sperm parametrelerinin uygulama siresine gore

karsilagtirilmasi (n=10).

Gruplar
Parametre Zaman
Kontrol 115 mg/kg/giin 250 mg/kg/giin 450 mg/kg/giin
4 hafta 192,60 + 5,98 171,80 + 4.43 174,10 £ 5,98 178,40 £ 9.73
Testis agirligi (mg) 6. hafta 194,30 + 6,85 207,90 + 3,88 180,80 + 0,07 177,20 £ 1,54
P AD AD AD AD
4 hafta 356,90 + 7.44 270,50 + 8,43 311,00 £17.57 268,90 + 20,63
Vesicula Se(”rgg)“l” agirhgs 6. hafta 280,30 + 25,65 342,10 + 17.83 320,70 + 15,76 264,60 + 12,52
P AD * AD AD
- 4 hafta 77.50 + 2,38 79.00 + 1,94 73.00 + 1.85 69.00 + 2.66
Mz’(f/ll)“e 6. hafta 78,00 £ 1,52 72,50 £ 4.36 68.50 £ 2.24 54,00 + 4,33
P AD AD AD *
4 hafta 73.50 + 2,00 78.80 + 1,44 7430+ 139 7070 + 1.57
Canl Slz;l;n orat 6. hafta 74,00 + 0,93 68,00 + 2,33 68,20 + 1,93 57.00 + 3,09
- 4 hafta 75.60 + 1,78 67.90 + 2,20 62.00+ 2,16 6430+ 1.85
Membra?(;z)umnlugu 6. hafta 7470 £ 132 58,30 £ 2.25 60,00 £ 1,54 55.10 £ 3,26
P AD . AD *
4 hafta 0.00 0.00 0.00 0.00
Spermatozoa DNA hasar 6. hafta 0.00 0,12 + 0,04 032+ 0,07 0,66+ 0,14
derecesi (0-4) > D — — —
4 hafta 0.00 0.00 0.00 0.00
Spermatozoa DNA hasarh 6. hafta 0,00 330 = 1,43 6.20 = 1,84 14,40 = 2,89
hucre (%)

*: P<0.05, **: P<0.01, ***;: P<0.001, AD; Anlamh degil.
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Resim 5. Sperma hicrelerinde pozitif kontrol, kontrol ve borik asit uygulama gruplarinda 4 ve 6. hafta DNA hasarina iliskin 6rnek fluoresans
mikroskop gorintdleri (buyutme x 50)

4, hafta

Pozitif kontrol Kontrol 115 mg/kg/gun 250 mg/kg/gln 450 mg/kg/gin

6. hafta

Pozitif kontrol Kontrol 115 mg/kg/giin 250 mg/kg/gln 450 mg/kg/gin
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4.4. Testis Dokusunda Biyokimyasal Parametreler

Dort hafta ve 6 hafta siireyle borik asit uygulandiktan sonra elde edilen testis dokusu
orneklerinden yapilan biyokimyasal analiz sonuglar toplu halde Tablo 18’de ve belirtilen
degerlerin zamana bagli degisimleri ise Tablo 19°da verilmistir.

MDA degerleri 4 haftalik gruplarda kontrol ve 115, 250 ve 450 mg/kg’lik borik asit
uygulamast sonucu sirast ile 143.97+£5.16, 128.84+12.23, 183.39+6.24, 192.07+11.32
nmol/mg protein oldugu belirlendi. 250 ve 450 mg/kg borik asit verilen grupta MDA
degerinin arttig1 ve kontrol ve 115mg/kg’lik gruba gore anlamli oldugu saptandi (£<0.001). 6
hafta siireyle borik asit uygulanmast sonucu kontrol ve 115, 250 ve 450 mg/kg’lik gruplarda
MDA duzeyleri; 149,29+13,90, 167,00£16,50, 157,5348,70, 216,91+35,34 nmol/mg protein
olarak tespit edildi. Ilag uygulanan gruplar kontrol grubuyla kiyaslandiginda 450 mg/kg borik
asit alan grubupta farkliligin anlamli oldugu saptandi (£<0.05) (Tablo 18).

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde 4 haftalik gruplar kontrol ile
karsilagtirildiginda tim uygulama gruplarinda SOD ve CAT enzim aktivitesi, 6 haftalik
gruplarda ise CAT aktivitesi anlamli bulunmamistir (Tablo18).

SOD agisindan inceledigimizde ise 6 haftalik borik asit uygulamasi sonucu kontrol ve
115, 250 ve 450 mg/kg’lik gruplar sirasiyla, 7.04+0.31, 7.03+£0.52, 5.62+0.39 ve 5.47+1.22
U/mg protein olarak tespit edildi. Borik asidin 250 ve 450 mg/kg uygulanan gruplari, kontrol
ve 115 mg/kg grubuna gére SOD enzim aktivitesinin yiksek dizeyde oldugu ve aralarindaki
farkin anlamli oldugu belirlendi (P<0.01) (Tablo 18).

GSH sonuglan degerlendirildiginde 4 haftalik gruplarda kontrol, 115, 250 ve 450
mg/kg’lik borik asit uygulanan gruplarda elde edilen degerler sirasiyla; 15.40+2 .25,
20.90+8.09, 7.31+£2.02, 9.77+1.54 mg/g protein olarak belirlendi. Yiksek dozda (450 mg/kg)
borik asit verilen grupta GSH degerinin azaldig kontrol ve 115 mg/kg’lik gruba gore farkin
anlaml1 oldugu tespit edildi (P<0.05). GSH degeri 6 haftalik gruplarda ise kontrol grubu, 115,
250 ve 450 mg/kg’'lik gruplarda sirasiyla; 16.78+1.40, 7.62+1.19, 8.20+0.98 ve 11.85+0.74
mg/g protein oldugu saptandi. Giderek azalan GSH seviyesinin kontrol grubu ile uygulama
gruplart arasinda 6 haftalik uygulamada anlamli oldugu belirlendi (£<0.001). Calismada
oksidan (MDA) ve antioksidan (SOD, CAT ve GSH) parametreleri 4 ve 6 haftalik uygulanma
surelerine gore karsilastirildiginda sadece SOD enzim aktivitesi, 250 mg/kg borik asit
uygulanan grupta zamana bagli anlamli degiskenlik (P<0.01) gosterdigi tespit edildi. (Tablo
19).
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Tablo 18. Farkli dozlarda borik asit uygulanan farelerde 4 ve 6. hafta testis dokusunda MDA ve GSH diizeyleri ile SOD ve CAT
enzim aktivite degerleri (n=10).

Parametre
Zaman Gruplar MDA SOD CAT GSH

(nmol/mg protein) (U/mg protein) (k/mg protein) (mg/g protein)

Kontrol 143,97 £5,16% 821 %152 0,91 + 0,20 15,40 + 2,25%

115 mg/kg/giin 128,84 + 12,23 13,80 & 5,39 1,11 +0,47 20,90 + 8,09°

4. hafta 250 mg/kg/giin 183,39 + 6,24° 10,34 + 2,29 0,98 + 0,22 9,77 + 1,54 *°
450 mg/kg/giin 192,07 £ 11,32° 6,79 + 0,62 0,61+0,13 731+2,02°

Kontrol 149,29 + 13,90° 7,04+ 0,31 0,79 + 0,17 16,78 + 1,40°

115 mg/kg/giin 157,53 + 8,70° 7,03+0,52° 0,53 + 0,07 11,85+ 0,74°

6. hafta 250 mg/kg/giin 167,00 = 16,50 * 5,624 0,39" 0,54 + 0,10 8,20 + 0,98
450 mg/kg/gin 216,91 £3534° 547+ 1,22° 0,73 0,10 7.62+1,19°

P % kok AD skskosk

GSH; indirgenmis glutatyon, SOD; Siiperoksit dismutaz, CAT; Katalaz, MD A; Malondialdehid.

a, b, c: Aym stitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig: gostermektedir.

*: P<0.05, *¥*: P<0.01, *: P<0.001.
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Tablo 19. Farkli dozlarda borik asit uygulanan farelerde testis dokusunda MDA ve GSH duzeyleri ile SOD ve CAT enzim aktivite
degerlerinin uygulama siiresine gore karsilastirilmast (n=10).

Gruplar
Parametre Zaman
Kontrol 115 mg/kg/giin 250 mg/kg/giin 450 mg/kg/giin
4. hafta 143,97 £ 5,16 128,84 £ 12,23 183,39+ 6,24 192,07+ 11,32
MDA
) 6. hafta 149,29 + 13,90 157,53 £ 8,70 167,00 + 16,50 216,91 +35,34
(nmol/mg protein)
P AD AD AD AD
4. hafta 821+ 1,52 13,80+ 5,39 10,34+ 2,29 6,79 + 0,62
D
S0 ) 6. hafta 7,04 £ 0,31 7,03 £ 0,52 5,62+ 0,39 547 +£1,22
(U/mg protein)
P AD AD o AD
4. hafta 0,91+ 0,20 1,11+ 0,47 0,98 + 0,22 0,61+0,13
CAT
) 6. hafta 0,79+ 0,17 0,53 £ 0,07 0,54+ 0,10 0,73 +0,10
(k/mg protein)
P AD AD AD AD
4. hafta 15,40+ 2,25 20,90 + 8,09 9,77 + 1,54 731+202
GSH
) 6. hafta 16,78 + 1,40 11,85+ 0,74 8,20+ 0,98 7,62+ 1,19
(mg/g protein)
P AD AD AD AD

MDA; Malondialdehid, SOD; Siiperoksit dismutaz, CAT; Katalaz,

**: P<0.01, AD: Anlamh degil.

GSH; Indirgenmis glutatyon.
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5. TARTISMA

Bor sahip oldugu 6nemli 6zelliklerinden dolay! yasaminin her alaninda insan, hayvan
ve bitkiler icin 6nem arz eden bir elementtir. insanlar giindelik yasamlarinda, ilaglardan
kozmetik Urtnlere, cam malzemelerden teknolojik aletlere kadar genis bir yelpazede bor
iceren birgok urund kullanmaktadir (Etimaden, 2011). Bu elementin genis 6lgude kullanihyor
olmasi bor gibi bazi iz elementlere yonelik stipheleri beraberinde getirmektedir. Bu baglamda
yapilan bir¢ok deneysel ¢calismada borun treme sistemine olan olumsuz etkilerinin oldugu bu
nedenle, Avrupa Birligi Konseyinin yayinladigi direktif (67/548/EC) dogrultusunda borik asit
ve sodyum boratin, Ureme Uzerine zararh etkileri bulunan stpheli maddeler listesine
alinmasina neden olmus, kategori 1b sinifinda yerini almistir (Duydu ve ark, 2011). Artan
cevresel kirlilik, stres, beslenmenin giderek sanayilesmesi, tedavide kullanilan ilaglar, su ve
hava kirliligi, radyasyon ve elektromanyetik Kirliligin giinden giine artmasi da treme sagligini
olumsuz etkileyen baslica faktorlerdir (Harvey ve ark, 1999). Dolayisi ile herhangi bir
maddenin kullanim alanlarinin yaygin olmasi, maruziyet dizeyini artirsa da meydana
gelebilecek olumsuz etkiler doz-sure iliskisinden bagimsiz degerlendirilemez.

Bor elementinin buyime inhibitori ve merkezi sinir sistemi toksikanti olabilecegi ileri
srtlmas, borun treme sistemi Uzerine de olumsuz sonuglar dogurabilecedi ifade edilmistir.
Bor bilesiklerinin treme sistemine zararli etkileri olabilecegini ilk kez Weir ve Fisher (1972)
adl arastirmacilar yaptiklari deneysel calismalarinda, bu bilesiklerinin ratlarda erkek tireme
sisteminde bazi olumsuz degisiklikler yapabildigi tespit etmislerdir. Bu amacla arastirmacilar
3 nesil boyunca Spraque dawley irki ratlarin diyetlerine gunlik ekledikleri 117, 350 ve 1170
ppm dizeyindeki borik asitin, dusik doz gruplarinda (117 ve 350 ppm) herhangi bir
olumsuzluga neden olmadigini; ancak, yiksek doz (1170 ppm) alan grupta erkek ratlarda
kisirligin (sterilite) gozlendigini belirtmislerdir.

Benzer sekilde bor bilesiklerinin Greme sistemi Uzerine etkileriyle ilgili deneysel
hayvan calismalarinda, tek dozda veya dusuk miktarlarda uzun stre kullanimlarinda olumsuz
etkilerin gortlmedigi (Dixon ve ark, 1976); ancak, yiksek dozlarda veya subkronik ve kronik
kullanimlarinda gelisebildigi bildirilmistir (Treinen ve Chapin, 1991).

Bor bilesiklerinin doz-stre iliskisi acisindan testis dokusunda oksidatif stres
parametrelerini ve sperm DNA’sI Uzerine olasi etkilerini ne Olcide etkiledigi Uzerine sinirh
saylda arastirmanin oldugu goérilduginden, bu calismada borik asitin farkli doz ve uygulama
stirelerinde erkek fertilitesine olan etkileri hususunda katki saglanamak amaciyla canh agirhk,
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testis ve v seminalis agirliklar, testis dokusuna olasi oksidan ve antioksidan diizeyleri ile
spermatozoon DNA hasarina olast etkilerinin degerlendirilerek bilimsel verilere katki
saglanmasi amaglanmigtir.

Borik asitin yiksek doz ve uzun sireli kullanimlarinda treme izerine olumsuz
etkilerinin 7 ile 14. giinlerden itibaren goruldigi bildirilmektedir (Linder ve ark, 1990).
Meydana gelen olumsuz etkilerin tam olarak nedeni belirlenemese de, hormon benzeri etki
nedeniyle olabilecegi (Ku ve Chapin, 1994) veya testis dokusunda sperm iretiminde 6énemli
rol oynayan COX-2 duizeylerinde azalma yaparak olusturabilecegi ifade edilmistir (Frungieri
ve ark, 2002; Wang ve ark, 2003). Ayrica oksidatif stresin etkilerine karsi spermatozoonu
koruyan antioksidan enzim sistemlerinin yapisina katilan, bakir, ¢inko gibi iz element
diizeylerinin testis dokusunda azaltmasinin bir sonucu olabilecegi vurgulanmistir (El-
Dakdokhy ve ark, 2013).

Bazi arastirmacilar testis dokusunda borik asidin antimitotik aktiviteyi olumsuz
etkileyerek (Beyer ve ark, 1983; Hall ve ark, 1985; Ku ve ark, 1993) hiicrede mitokondri
dizeyinde ATP sentezini azalttig (Silaev ve ark, 1977, Settimi ve ark, 1982; Hall ve ark,
1985) ya da enzim aktivitelerini etkileyerek (Medina, 1969, Nielsen, 1996) viicudun
makromineral dengesini ve hiicre membran fonksiyonlarini olumsuz yonde etkileyerek
(Landauer, 1952) zararl etkilerini olusturdugunu ileri stirmektedirler.

Bor bilesiklerinin doz ve suireye bagli olarak oral yolla alinmast sonucu canli agirlik
diizeylerinde degisimler yapabildigi bazi aragtirmacilar tarafindan ortaya konmustur. Borik
asidin igme suyuna (0,28 mg/250 ml su) katilarak kisa stirede (5 giinde) farelerde canli agirlik
azalmasina neden oldugu, idrarda yitksek glikoz diizeyi ile birlikte lipit ve protein
katabolizmasinda artis gozlendigi belirtilmistir (Aysan ve ark, 2011). Farelerde yapilan kisa
ve uzun sireli bir ¢aligmada (NTP, 1987) 14 giin sureyle gida igerisine yizde 1.25, 2,5, 5 ve
10’luk oranda borik asit ilavesi sonucunda erkek farelerde; %2,5 ve 5’lik grupta, disi farelerde
ise %10’luk grupta kontrol grubuna gore canli agirlik kayiplarinin meydana geldigi ifade
edilmistir. Uzun siireli uygulamada (32 hafta) ise gidalara ilave edilen 275-550 mg/kg dozda
borik asit uygulanan farelerin canli agirliginda %10-17 dizeyinde bir azalma oldugu
belirtilmigtir (NTP, 1987). Ratlarda yapilan bir ¢alismada ise 30 ve 60 giin stireyle 0,3, 1 ve 6
mg/L boron igeren sodyum borat bilesiginin (yaklagsik 1,5, 5 ve 30 mg/kg borik asite eg deger)
canlt agirlik kaybinin aksine, énemli degisimlere neden olmadig vurgulanmistir (Dixon ve
ark, 1976). Yapilan bu ¢aligmada oral yolla uygulanan borik asitin sadece yuksek doz verilen
gruplarin (450 mg/kg dozda 4 ve 6 hafta) canli agirliklarinda azalmaya neden oldugunu, diger
gruplarda (115 ve 250 mg/kg dozlarda 4 ve 6 hafta) ise az miktarda agirlik artiglarina neden
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oldugu, meydana gelen degisimlerin anlamhhk tasimadigi saptandi (Tablo 13). Bor iceren
bilesiklerin meydana getirdigi bu canli agirlik degisimlerinin bazi arastirmacilarca borun ince
bagirsak fonksiyonlarinda yaptigi degisikliklere bagh oldugu seklinde izah edilirken (Bokina,
1976), bazi arastirmacilarca da ince bagirsaklarda gida emilimini etkileyerek
gerceklestirdigini iddia edilmektedir (Murray, 1998). Nedeni tam olarak ortaya konmasa da
bor bilesiklerinin canli agirlik Gzerinde meydana getirdigi degisimlerin uygulanma sekli,
dozu, stresi ve cinsiyet ile yakindan iliskili oldugu gorilmektedir. Arastirmalarda farkl
gorisler bulunmakla birlikte borun yiiksek dozlarda ve uzun sirede canli agirlik kaybina
neden oldugu, kisa surede ve disuk dozlarda bu degisimlerin daha ¢ok su ve gida aliminda
yarattigi artis ve azalislara bagli olabilecegi, cinsiyet gibi diger faktorlerin de etkisinin
olabilecegini ortaya koymaktadir.

Bor bilesiklerinin canli agirhikta yaratti§i cogunlukla azalma yonundeki degisimler,
testis, prostat ve bazi eklenti bezlerinde de gorilebilmekte, ancak meydana gelen bu
degisimlerin doz ve sureye bagli oldugu ifade edilmektedir (Weir ve Fisher, 1972). Swiss
albino farelerine 1000 ppm dozda borik asitin 14 hafta sure ile yeme Kkatilarak
uygulanmasinda herhangi bir urogenital degisiklige yol agcmazken, ayni siirede 9000 ppm
dizeyindeki miktarlarin geri doniisimsiiz hasara neden oludugu bildirilmistir (Ku ve Chapin,
1994). Yine Swiss farelerde 27 hafta boyunca 152, 636 ve 1262 mg/kg borik asit verilmesi
sonucuda sadece yiiksek doz alan farelerde (636 ve 1262 mg/kg) testis agirliklarinda azalma
oldugu gozlenmistir (Fail, 1991). Ratlarda 60 gun 500 mg/kg borik asit uygulamasinin
urogenital sistemde degisimlere neden oldugu belirtilerek (El-Daktoky, 2013), bu durum
ratlarin borik aside farelerden daha duyarli olmasiyla izah edilmistir (Ku ve Chapin, 1994).
Spraque Dawley irki erkek ratlarda yapilan bir ¢alismada igme sularina 70 glin boyunca 300
mg/L sodyum boratin ilave edilmesiyle testis dokusunda bazi kugctk histolojik farkliliklar
(spermatogoniumlarda vakuolizasyon ve residual yapilarin sayica artmasi) disinda anlamh bir
degisime rastlanmamistir (Burukcuoglu, 2009). Ratlarda 60 gun sireyle 125, 250 ve 500
mg/kg borik asit uygulanmasinda 250 ve 500 mg/kg alan gruplarda testis agirhginda azalma
oldugu bildirilmistir (El-Daktoky, 2013). Ratlarda yapilan diger bir calismada testis
dokusunda bor birikimi ile Greme sistemi lzerine olumsuz etkiler arasinda dogru bir oranti
oldugu ifade edilmistir (Ku ve ark, 1993). Ratlarda testis dokusunda elementer bor dlzeyleri
ortalama 2,26 pg/g dizeyinde oldugu (El-Dakdokhy ve ark, 2013), bu diizey 4 pg/g diizeyine
ulastiinda hafif oranda spermiasyon azalmasi goruliirken, 10 pg/g dlzeyinde ciddi diizeyde
azalmaya ve 14 pg/g dizeyinde ise testis dokusunda atrofi olusarak olumsuz etkiler
g0zlendigi tespit edilmistir (Ku ve ark, 1993; Murray, 1998). Yapilan bu calismada 4 ve 6
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hafta sireyle borik asit uygulanan farelerde uygulama sonrasinda testis dokusunda kontrol
grubuna gore hafif dizeyde agirlik azalmasi gorildigii; ancak meydana gelen bu degisimlerin
istatisliksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (Tablo 14). Goérildiagi gibi borik asitin
testis dokusunda olast etkileri doz ve streyle yakindan iligkilidir. Calismamizda testis
agirhginda tim gruplarda azalma egilimi oldugu gorilmis; ancak, bu degerlerin anlamli
olmamasi, testis dokusunda etkili oranlarda veya uygulama siiresi iginde bor birikiminin etkin
olmadigi kanisina varilmistir.

V. seminalis erkek eklenti bezi olup, boynuz seklindeki yapisiyla prostat ve idrar
kesesinin arkasinda yer almaktadir. Farelerde 27 hafta boyunca oral yolla borik asitin 1000,
4500 ve 9000 ppm/gin uygulamastyla, v. seminalis ve prostat bezi agirliklarinda doza bagl
degisen miktarlarda azalmanin ve doku kiigilmelerinin gorildigi bildirilmistir (Fail, 1991).
Bizim c¢alismamizda benzer sekilde borik asitin 4 ve 6 hafta siireyle uygulanmasinda v.
seminalis agirlik degerlerinin her iki zaman diliminde de istatisliksel olarak anlamli (P<0.05)
bir azalmanin oldugu, en fazla diisiisiin 450 mg/kg borik asit verilen grupta oldugu saptandi.

Borik asit uygulamalari sperm parametrelerinde de bazi degisikliklere neden
olabilmektedir. Farelerde 27 hafta oral olarak 4500 ve 9000 ppm/gin borik asit
uygulanmasinda epididimal sperm miktartarlarinda ciddi azalmalar oldugu belirtilirken, 1000
ppm borik asit tiiketiminin anlamli olmasa da kontrol grubuna oranla artiglarin oldugu
belirtilmistir (Fail, 1991). Chapin ve Ku (1994) yaptiklar1 bir ¢aligmada Swiss albino erkek
ve disi farelerde borik asitti 9 hafta 1000, 4500 ve 9000 ppm diizeyinde uygulamalar
sonucunda erkek farelerde kontrol ve ilag gruplarinda motilite oranlarim sirasiyla (%); 78.1,
69, 53.3 ve 42.9 olarak belirtmiglerdir. Ayrica ¢alismada 9000 ppm diizeyinde borik asit
uygulanan gruplarda reprodiiktif faaliyetlerin tamamen durdugunu saptamigslardir.
Calismamizda 4 ve 6 hafta borik asit uygulanan farelerde alinan sperm 6rneklerinde motilite
degerleri (%) degerlendirilmistir (Tablo 15). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda; 4 hafta
surey ile 450 mg/kg giin (P<0.05) ile 6 hafta 250 ve 450 mg/kg/gtin borik asit uygulanan
(P<0.001) gruplarda sekillenen azalmanin anlamli oldugu tespit edilmistir. Bor elementinin
vicuttaki olast toksik etkilerini hangi mekanizmalarla olusturdugu tam anlamiyla
bilinmemekle birlikte, toksikolojik ¢aligmalarda borik asitin hipotalamo hipofizial sistemi
etkileyerek merkezi etkilerle veya testis dokusunda iz element diizeyini azaltarak dokuda
oksiadatif strese yol agarak etkisini olusturabilecegi dusinilmektedir (Chapin ve Ku, 1994,
El-Dakdokhy ve ark, 2013). Elde ettigimiz veriler ile uyumlu olarak, borik asidin doza bagl
olusturdugu oksidatif stresin (MDA diizeyinde artisa bagli olarak) motilitede azalmaya neden

olabilecegi kanisina varildi.
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Borik asit caligmalarinda spermatozoon membran bitinligli ve canli sperm
degerlerine olan olast etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanilmamisgtir.
Calismamizda borik asitin sperm motilitesinde gostermis oldugu etkiler; canli sperm oranlari
ve membran butiinligh degerlerinde de gorilmektedir (Tablo 15). Canli sperm oranlari (%), 4
haftalik gruplarda doz arttik¢a anlamli olarak azalirken (P<0.01), 6 haftalik gruplarda daha
yiksek dizeyde distsler gorilmektedir (£<0.001). Membran biutinligi degerlerinin ise
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 4 ve 6 haftalik tim gruplarda borik asit uygulamasi ile
onemli dizeyde (P<0.001) azaldig: tespit edilmistir (Tablo 15). Seminal sivida artan olast bor
diizeyinin spermatozoonlara zarar vererek canli sperm orant ve membran butinliginde
olumsuz etkilerinin olabilecegi kanisina varilmistir.

MDA dizeyleri oksidatif streste onemli biyolojik belirteglerden biri olup artigt
biyolojik sistemde oksidatif stresin varliginin bir gostergesidir (Halliwell ve Gutteridge,
2007). Birgok caligmada toksik maddelerin ve agir metallerin, testis dokusunda oksidatif
strest artirdigl, MDA degerlerini yukselttigi bildirilmektedir (Wang ve ark, 2003; Li ve ark,
2016,). Farelere 2 mg/kg dozda sodyum arsenigin 2, 4, 6 ve 8 hafta oral olarak uygulanmasi
sonucu; kontrol ve arsenik gruplarinda serumdaki MDA diizeyleri sirastyla; 1.7, 18.2, 31.6,
38.2 nmol/ml olarak bulunmustur (£<0.0001). Ayn1 ¢alismada sperm miktarinda azalma ve
kan testesteron diizeyinde anlamli disiis (£<0.0001) tespit edilmigtir (Nath ve ark, 2015). Bir
diger calismada C 57 irki siyah erkek farelerde 7 giin boyunca intra peritoneal enjekte edilen 2
mg/kg dozdaki kadmiyum uygulamasinin testis dokusunda MDA degerlerini anlamli olarak
artirdigt (P<0.05), melatonin hormonunun kullanilmasiyla da azaldigr tespit edilmistir (Li,
2016). Benzer sekilde molibdenin erkek fertilitesi tizerine etkilerinin degerlendirildigi bir
caligmada, farelere igme suyuna 14 gin stureyle 12.5, 25, 50, 100 ve 200 mg/L. molibden
ilavesinin kontrol grubuna gore 100 ve 200 mg/L uygulanan gruplarda, MDA diizeyindeki
artigin anlamli (P<0.05) oldugu bildirilmistir (Zhai ve ark, 2013).

Farelerde borik asit uygulamasi yapilarak, testis dokusunda MDA duzeylerine nasil
etki olusturduguna yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Ince ve ark (2010)
ratlarda 28 giin boyunca 100 mg/kg dozda borik asit ve boraks uygulanmasi sonrasi,
karaciger, kalp ve bobrek doksusu ile serum orneklerinde MDA  dizeylerini
degerlendirmislerdir. Bobrek dokusu harig; karaciger ve kalp dokusu ile kan serumunda,
MDA dizeylerinin azaldigini, boraks uygulanmasinda azalmanin daha fazla oldugunu
bildirmiglerdir. Meydana gelen bu azalma ile borik asit ve boraksin antioksidan etkinliginin
oldugunu, bobrek dokusunda ise MDA’daki artigin bilesiklerin idrarla atilmasi ve yiiksek

enerji  gereksinimi olmasina baglamiglardir. Turkez (2007) borik asitin  degisik
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konsantrasyonlarda (5-500 mg/L arasi) eritrosit siispansiyonlarina ilave edilmesinin eritrosit
MDA dizeylerine etkilerinin in-vifro degerlendirildigi c¢alismasinda; 5-50 mg/L dozlarda
uygulamanin MDA dizeylerini etkilemedigi; ancak, 100-500 mg/LL doz araligindaki
uygulamanin MDA degerini artirdigint tespit etmislerdir. Yaptigimiz g¢alismada MDA
degerleri 4 haftalik surede; kontrol ve 115 mg/kg gruplarina gore, 250 ve 450 mg/kg
uygulanan gruplarda, anlamli artis gosterdigi (£<0.001), 6 haftalik siirede ise sadece 450
mg/kg borik asit alan grupta digerine gore artiglarin anlamli oldugu tespit edilmistir (£<0.05).
MDA duzeyinde doz arttik¢a degerlerin yiikseldigi, ancak bu artisin uygulama sureleri
arasinda (4 veya 6 hafta olmast) anlamlilik tagimadigr goruldi (Tablo 19). Goruldiga gibi
MDA duzeyinin doza bagl olarak degisikler gosterebildigi, borik asit uygulamasinin diger
dokularda oldugu gibi testis dokusunda da oksidatif strese neden oldugu ancak tiim gruplarda
borik asit uygulamasti ile artan MDA degerlerinin stireye bagli olmadig ortaya konmustur.

Antioksidan enzimleri ele aldigimizda; SOD hiicre i¢i antioksidan enzim
sistemlerinden biri olup, reaktif oksijen molekiillerini hidrojen iyonu kullanarak H,O, ve
O2’ye donugturir. Ortaya ¢ikan HpO, ise CAT ve GSH-Px vasitasiyla su ve Oz’ye
donistiralir. Ancak bu sistemin saglikli bir sekilde isleyebilmesi i¢in ortamda; bakaur,
selenyum, ¢inko ve mangan gibi bazi iz elementler gereklidir. Antioksidan enzim sistemleri
gorevlerini diizenli yapabilmeleri i¢in ortamda bu iz elementlerin bulunmasi zorunludur
(Thomas, 1995). Ratlarda 125, 250 ve 500 mg/kg borik asitin 60 giin siireyle uygulandigt bir
caligmada, yiikksek doz alan grupta testis dokusunda iz elementlerden ¢inko ve magnezyum
dizeyleri anlamli sekilde (P<0.05) azalirken, kalsiyum ve bor oranlarnin arttigi tespit
edilmistir (El-Daktoky ve ark, 2013). Mohora ve ark (2002) yavru ratlarda borik asitin 40 ve
80 ppm dizeyinde yeme katilarak 90 giin siireyle uygulanmasiyla karacigerde SOD
aktivitesinde hafif dizeylerde artts meydana geldigini ancak bu degerin anlamlilik
tagimadigini bildirmiglerdir. Comba ve ark (2016) ratlara igme suyuna 300 mg/L boraks
ilavesinin 150 gtn siireyle uygulanmasinda serum total antioksidan diizeylerinde azalmaya
(P<0.05) neden oldugunu belirtmislerdir. Yaptigimiz ¢aligsmada ise 6 haftalik strede farelerde
SOD enzim aktivitesi; kontrol grubuna gore 250 ve 450 mg/kg doz gruplarinda diisiisiin daha
fazla ve anlamli oldugu (P<0.01) tespit edildi. SOD enzim aktivitesi, oksidatif stressin uzun
sire devam etmesi nedeniyle giderek tilkenmesi, ¢inko ve bakir gibi iz elemenlere benzer
sekilde borik asitin de testis dokusunda azalmay: tetikleyebilecegi, dolayisiyla enzim
uretimindeki kisitlama nedeni ile dokudaki degerlerinin azaldig diisinalmektedir.

Yaygin bir sekilde hayvan ve bitki dokularinda bulunan antioksidan sistemlerden biri

de CAT aktivitesidir. Bu enzim protein yapisinda olup toksik HO,’yi hicrelerden
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uzaklastirmada da 6nemli bir role sahiptir. Calismamizda 4 ve 6 haftalik gruplarda borik asit
uygulanmasinin doza bagli CAT aktivitesini distrdidu (115 mg/kg 4 hafta harig); ancak,
anlamli olmadigi tespit edildi (Tablo 18). Borik asidin uygulanmasinin testis dokusunda olasi
CAT enzim etkinligi ile ilgili ¢alismalara rastlanmamakla birlikte, 100 mg/kg dozda boraks ve
borik asit uygulamasinin eritrositlerde, kalp ve karaciger dokusunda CAT aktivitesine
istatisliksel degisiklige neden olmadigini, ancak bdbrek dokusunda ise azalttigi aciklanmustir.
Bobrek dokusundaki bu etkilerin borik asitin atilim yolunun bdbrek Uzerinden olmasiyla
aciklanmistir (ince ve ark, 2010).

Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan glutatyon, hiicrenin oksido-rediiksiyon
dengesini saglayarak hiicreleri endojen ve ekzojen kaynakli oksidanlarin olasi zararli
etkilerine karsi korumaktadir (Mitchell ve Russo, 1987). Ayrica proteinlerdeki sulfidril (-SH)
gruplarinin korunmasi ve bazi reaksiyonlarda koenzim olarak gorev almasinin yani sira
aminoasitlerin transportunda, protein ve DNA sentezinde de 6nemli rol oynar. Bu nedenle
GSH diizeyindeki azalma DNA hasarlarina neden olabilmektedir. GSH’in spermanin
dondurulmasinda bile kriyoprotektan amagla kullanilabilecegi, bu amagla 1 nM ve 5 nM GSH
ilavesinin yararli sonuglar dogurdugu bildirilmistir (Gadea ve ark, 2013). GSH’in canli
organizma icerisinde de sperm Uretimi ve saklanmasinda 6nemli rol oynadi§l, cauda
epididiymis icerisinde reme hucrelerini oksidatif stres ve DNA hasarina karsi korudugu
ortaya konmustur (Williams ve ark, 1998; Chabory ve ark, 2009; Noblanc ve ark, 2012). ince
ve ark (2010) ratlara 100 mg/kg dozda verilen borik asit ve boraksin kanda anlamli dizeyde
GSH aktivitesini artirdigini, bobrek ve kalp dokusunda herhangi bir degisime neden
olmadigini, karacigerde ise boraksin GSH duzeyini azalttigini bildirmislerdir. Calismamizda
antioksidan 6neme sahip olan GSH aktivitesi 4 haftalik grupta 115 mg/kg dozdaki degerlerin
kontrol grubuna gore yiiksek olmasinin antioksidan etkinlige isaret ettigini; ancak anlamli
olmadigini diger dozlarda (P<0.05) ve 6 haftalik gruplarda elde edilen degerlerin ise kontrol
grubuna gore dustk oldugu (P<0.001) gorilmektedir. Bu durumun artan oksidan etkiye bagh
olarak GSH’In giderek tlikenmesinin uygulama dozu ve siresi ile dogru orantili oldugu
kanisina varildi (Tablo 18).

Ayrica calismamizda 115 mg/kg dozda uygulanan borik asidin 4 haftalik stirede
anlamli diizeyde olmasa da SOD ve GSH enzim aktiviteleri agisindan antioksidan etkilere yol
acarken, 6 haftada bu etkilerin kayboldugu gérilmiistiir. ince ve ark (2010) yaptiklari bir
arastirmada 100 mg/kg sodyum borat uygulanan ratlarda kanda antioksidan enzim
degerlerinin kontrol grubuna gore yukseldigini, Kizilay ve ark (2016)’da ratlarda deneysel

siyatik sinir hasarinda ayni dozdaki (100 mg/kg) borik asitin akut donemde (0, 24, 48 ve 72.
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saat uygulanmasi) myelin ve aksonal hasart azalttigini, bunu da sinir dokusundaki oksidatif
stresi azaltarak sagladigini bildirmiglerdir. Borik asit belirli dozlarda (100 mg/kg) belirli bir
zamana kadar (4 haftaya kadar) antioksidan etkinlik yapabilmektedir.

Goruldugi gibi borik asit ve diger bor bilesiklerinin bizim ¢aligmamizda olumsuz
etkileri daha ¢ok doz ile yakindan ilgilidir. Borik asidin deney hayvanlarinda sperm
parametrelerinde yaratmis olduklari olumsuz etkilerin sadece yuksek doz ve sirelerde
meydana geldigi gorilmektedir. Bahsedilen dozlarda insanlarin bor bilesiklerine maruz
kalmasi mimkin goziikmemekle birlikte bor bilesiklerinin insanlarda erkek fertilitesi tizerine
yapilan ¢aligmalar daha ¢ok bor madenlerinde calisan isgilerle sinirli kalmaktadir. Cin’de bor
tretimi yapan madenlerde ¢alisan 192 is¢i tizerinde yapilan bir ¢aligmada, bora maruz kalan
is¢ilerin kontrol grubuna gore, sperm parametrelerinde (motilite, morfoloji gibi) ve
spermatozoon DNA hasart ile ilgili anlamli degisiklikler rastlanilmadigi, sadece spermde Y/X
oraninda dugis oldugu belirtilmigtir (Robbins ve ark, 2010). Tirkiye’de bor madenlerinde
calisan iscilerde yapilan ¢alismada da diisiik, orta ve ylksek diizeylerde bor maruziyetine (kan
bor duzeylerine gore) kalan iscilerin sperm parametrelerinde, maruz kalmayanlara gore
anlaml bir farkin olmadig belirtilmistir (Duydu ve ark, 2011).

Spermatozoonlar agisindan degerlendirildiginde biyolojik membranlarindaki oksidatif
bozulmada esas olan madde fosfolipid bilesikleridir. Sézkonusu fosfolipitlerdeki yapisal
degisiklikler membranin yapisal harabiyetine ve hiicre butinliginin bozulmasina yol
agmaktadir. Bu nedenle fosfolipitlerde ¢oklu doymamis bagli yag asitlerini bulunduran
membranlar 6zellikle lipid peroksidasyonuna dayaniksizdir (Combs ve ark, 1975). Doymamis
yag asidi igceren membrana sahip spermatozoonlar, artan oksidan urtinlerden olumsuz
etkilenebildigi gibi olusabilecek hasar1 somatik huicreler gibi kolay tamir edemediklerinden
(Aitken, 1994), sahip olduklar1 hiicre i¢i ve hiicreler arasi antioksidanlarla meydana
gelebilecek olumsuz etkileri dengelenmeye ¢alisirlar. Oksidan/antioksidan dengenin
bozulmasi halinde hiicre membran1 hasari, mitokondriyal elektron kagaklari ve DNA hasar1
gibi istenmeyen sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir (Aitken ve Deluliis, 2010).

Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA izerinde baz ve seker
modifikasyonlar, tek ve ¢ift zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA-protein ¢apraz baglanmasi
gibi bir takim lezyonlara neden olarak DNA hasarina yol ac¢tigi bilinmektedir (Williams ve
Jeftrey, 2000; Cooke ve ark, 2003; Sancar ve ark, 2004).

Spermatozoonlarda hiicre stoplazmasinin ¢ok az yer kaplamasi, beraberinde az sayida
antioksidan enzim bulundurmasina bagli olarak, DNA hasart mekanizmasi ve tamiri somatik

hiicrelerden farklilik gostermekte, olusan hasarlar hizli bir sekilde tamir edilememektedir.
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Genetik materyalin aktariminda meydana gelebilecek DNA hasarinda gerekli tamir
mekanizmalarinin yetersiz kalmasi durumunda; mutasyon, erken embriyonik olimler veya
cocukluk donemi kanserleri ya da sizofreni gibi hastaliklarin gelisimine zemin
hazirlayabilecegi belirtilmektedir (Zini ve ark, 1993; Aitken ve Deluliis, 2010; Noblanc ve
ark, 2013).

Spermatozoonlarda DNA hasarinin ortaya konmasinda giinimuzde degisik metodlar
kullanilmaktadir. Bu testlerin herbirinin c¢aligma prensipleri ve hassasiyetleri farkli olup
baglicalari; sperm kromatin yapisi testi, akridin turuncu testi, tolidin mavisi, anilin mavisi,
tunnel testi, asil ¢entik okuma tayini, tek hticre jel elektroforezi (Comet) ve sperm kromatin
ayrilma testi’dir (Koyuncu, 2011). Comet testi hiicrede DNA hasarinin belirlenebildigi basit,
hizl1 ve glivenilir bir analiz yontemidir (Singh ve ark, 1988). Meydana gelen DNA hasarlarini
basit ve dogru bir bicimde ve her bir hiicre i¢in ayr1 ayn belirlenebilmesine olanak sagladigi
gibi en Onemli avantaji DNA hasarlarinda tespiti zor olan tek sarmal kiriklarinin alkali
ortamda belirlenebilmesidir (Kumaravel, 2009).

Bor/borik asit uygulamalarinda spermlerde olast DNA hasarinin degerlendirildigi
caligmalar olduk¢a sinirli kalmakla birlikte, ratlarda 8 hafta sireyle 125, 250 ve 500 mg/kg
dozlarda borik asit uygulanmasinin testis dokusunda DNA diizeyinde azalmaya (250 ve 500
mg/kg gruplarinda) ve DNA’da minér kiriklar sekillendirdigi bildirilmistir (El-Dakdokhy ve
ark, 2013). Benzer sekilde borik asit ve boraksin ratlara 4 hafta 100 mg/kg dozlarda
uygulanmasi sonrasi lenfositlerde Comet metoduyla DNA hasar orant (%) incelendiginde
borik asit ve boraksin kontrol grubundan daha diigiik (P<0.05) DNA hasart olusturmasinda
etkin antioksidan o6zelligine dikkat ¢ekilmistir (Ince ve ark, 2010). Aksine bor madenlerinde
caligan 192 is¢i uzerinde yapilan diger bir ¢aligmada ise yuksek diizeyde bora maruziyet
sonucu (kandaki bor oranit 499 ppm, kontrol’de:49,7 ppm) spermatozoonlarda commet assay
metoduyla yapilan analizlerde anlamli farklilik yaratan DNA hasari bildirilmemisgtir (Robbins
ve ark, 2010). Calismamizda ise farelerde Comet metoduyla spermatozoonlarda olast DNA
hasart tespiti gerceklestirildi ve buna gore 4 haftalik strede borik asit uygulanan tiim
gruplarda DNA’da hasar gozlenmezken, 6 haftalik gruplarda (%3-14 arasinda degisen) DNA
hasar1 oldugu gorildi (P<0.001). Analiz sonuglarinin da ortaya koydugu gibi istatisliksel
olarak anlamli (P<0.05) artig gosteren MDA dizeyleri ve doku diizeylerinde etkisiz kalan
antioksidan enzimler (Tablo 16), 6 hafta siireyle borik asit alan grupta DNA hasarinin
olusumunu engelleyememiglerdir. Calismamizda DNA hasarli hiicreler, meydana gelen hasar
derecesi agisindan degerlendirildiginde 450 mg/kg dozlarda borik asit uygulamalarinda ileri

diizeyde (3 ve 4. derece hasar), 115 ve 250 mg/kg dozlardaki gruplarda ise daha dugsuk (1 ve
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3. derece) oranda gozlemlenmistir. Yapilan onceki caligmalarla kargilastinldiginda borik
asitin spermatozoonlarda DNA hasart olusturmasinin doz ve uygulama siiresi ile yakindan

iligkili oldugu kanisina varilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bor; bitkiler i¢in esansiyel, insanlar ve hayvanlar i¢in ise onemli bir iz elementtir.
Yasanilan cografi bolgelere gore canlilarin maruz kalabildigi bor dizeyleri degisebilmekle
birlikte, viicut fonksiyonlarinin normal olarak devam edebilmesi i¢in belirli miktarda borun
alinmast onerilmektedir. Ancak, bor elementine asiri veya uzun sireli maruziyette canli
turlerine gore degisebilen diuizeylerde toksik etkilerin ortaya ¢iktigi da bildirilmektedir.

Bu caligmada, rafine bor trini olan borik asitin, erkek farelere farkli dozlarda (115,
250 ve 450 mg/kg/glin) ve surelerde (4 ve 6 hafta) oral yolla uygulanmasinin hayvanlart canli
agirlik, erkek fertilitesi tizerine testis ve v. seminalis doku agirliklari, testis dokusuna oksidan
(MDA) ve antioksidan (SOD, CAT ve GSH) enzim diizeyleri ile sperm kalitesi (motilite
muayenesi, 6li/canlt oranlari, membran butinlikleri) ve spermatozoon DNA hasarina olasi
etkileri degerlendirilmistir.

Calisma sonunda erkek farelerde;

— Uygulama siiresi i¢inde (4 ve 6 hafta) canli agirlik ve testis doku agirliklarinda
meydana gelen degisimlerin anlamlilik tagimadigy, v. seminalis agirliklarinda anlaml
(P<0.05) bir azalmanin oldugu, bunun en fazla 450 mg/kg borik asit verilen grupta
oldugu,

Sperm orneklerinde;

— Motilite degerleri (%) kontrol ile karsilastirildiginda, 4 hafta sure ile 450 mg/kg/glin
(P<0.05), 6 hafta sure ile 250 ve 450 mg/kg/giin borik asit uygulanan (£<0.001)
gruplarda sekillenen azalmanin anlamli oldugu,

— Canli spermatozoon oranlan (%), 4 haftalik gruplarda doz arttikga anlamli olarak
azalirken (P<0.01), bunun 6 haftalik gruplarda daha yiiksek dizeyde (£<0.001)
oldugu,

— Membran bitunligi degerlerinin (%) ise kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 4 ve 6
haftalik tim gruplarda borik asit uygulamasi ile énemli dizeyde (£<0.001) azaldig,

Spermatozoonlarda;

— Uygulama siiresi i¢inde 4 hafta borik asit uygulanan tim gruplarda DNA hasari

gozlenmezken, 6 haftalik gruplarda %3.3-14 .4 arasinda degisen oranlarda DNA hasart

(P<0.001) oldugu ve siirenin 6nemli oldugu,
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Testis dokusunda;

— Doz arttikga MDA dizeyinin yikseldigi (£<0.001); ancak, bu artigin uygulama
streleri arasinda (4 veya 6 hafta olmast) anlamlilik tagimadig,

— SOD degerlerinin 6 haftalik siirede kontrol grubuna gore 250 ve 450 mg/kg/giin doz
gruplarinda daha fazla distigu ve anlamli oldugu (£<0.01),

— Borik asit uygulanmasinin doza bagli CAT aktivitesini dusurdigi (4 hafta, 115
mg/kg/giin harig); ancak, anlamli olmadigy,

— GSH aktivitesinin, kontrol grubuna gore 4 haftalik grupta 450 mg/kg/giin (£<0.05), 6
haftalik gruplarda ise 250 ve 450 mg/kg/giin dozda dusik ve anlamli (P<0.001)
oldugu,

— Ayrica 115 mg/kg/giin borik asidin 4 haftalik siirede anlamli diizeyde olmasa da SOD
ve GSH enzim aktiviteleri agisindan antioksidan etkilere yol agarken, 6 haftada bu

etkilerinin kayboldugu tespit edildi.

Calismamizda uygulanan sture ve dozlar dikkate alindiginda, uygulama siiresinin bor
bilesiklerinin fertilite ve toksik etkilerinin degerlendirilmesinde etkin oldugu tespit edilmisgtir.
Insanlarin bor bilesiklerine bu oranlarda maruz kalmasi miimkiin olmamakla birlikte, fertilite
tizerine meydana gelebilecek olasi toksik etkilerinin  degerlendirilmesi agisindan,
multidisipliner anlayis igerisinde, farkli parametrelerin de dahil edildigi kapsamli deneysel
caligmalarin  yapilmasinin  yararli olacagi kanisindayiz. Ayrica, spermatozoonlarda
belirlenecek olast DNA hasar diizeylerinin farkli analiz metodlarn ile karsilagtirilmast,

sonuglarin degerlendirilmesi agisindan daha uygun olacaktir.
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