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ONSOZ
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1. GIRIS

1.1. Bor

1.1.1. Borun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Bor periyodik ¢izelgede B simgesi ile gosterilen atom numarasi 5, atom
agirligr 10,811 olan metalle ametal arasi yari iletken 6zellige sahip bir elementtir.
Periyodik cizelgede 3A grubunda bulunur. Dogada bor B (%19,8) ve B (%80,2)
olmak tizere iki kararli izotopun karigimindan olusur (IPCS 1998, WHO 1998,
U.S.EPA 2004). Fransiz Kimyagerler J.L. Gay Lussac ve Baron L.J. Thenard ile
Ingiliz Kimyager H. Davy 1808 yilinda bor oksiti potasyum ile isitarak saf bor
elementi elde etmistir (Greenwood ve Earnshaw, 1984). Amorf bor yogunlugu 2,34
g/cm® olan kahverengi bir tozdur. Kristal formu ise siyah ve son derece sert (Mohs
sertlik cetvelinde yaklasik 9,5°tir) bir yap1 olup, yogunlugu 2,33 g/cm®tiir. Kristal
yapist tetragonal - hekzagonaldir. Elementel borun erime noktast olduk¢a yiiksek
olup yaklasik 2300 °C, kaynama noktasi ise yaklasik 4000 °C’dir.

Sekil 1.1. Amorf bor.



Yerkabugu, denizler, yeralt1 ve yeriistii sular1 bor igerir. Bor toprakta yaklasik
10 - 20 ppm arasinda bulunur. Deniz suyunda 0,5 — 9,6 ppm, tatl sularda ise 0,01 —
1,5 ppm arasindadir. Bor elementi dogada serbest halde bulunmaz. Bor daima
oksijene bagli halde bulunur ve bu bilesige borat adi verilmektedir (Col ve Col,
2003). Dogada 230 ¢esitten fazla bor minerali vardir. Bu mineraller bilesimlerindeki
kalsiyum, sodyum, magnezyum gibi metallerin oranlarina, i¢erdikleri su miktarina ve
kristal yapilarina gore isimlendirilir. Sodyum koékenli bor minerallerine Boraks
[Tinkal;, Na:BsO7 (10H20)], Kkalsiyum kokenli bor minerallerine Kolemanit
[CazBsO11 (5H20)], sodyum - kalsiyum kokenli bor minerallerine ise Uleksit
[NaCaBs0Os (8H20)] denir (US EPA, 1987; IEHR, 1997).

Tiirkiye, bor mineralleri rezervlerinin biyiikligii, kalitesi ve c¢esitliligi
acisindan diinyada ilk sirada yer alir ve diinya toplam bor rezervinin % 72’sinden

fazlasina sahiptir. Cizelge 1.1’de diinya bor rezervleri dagilimi verilmistir.

Cizelge 1.1. Diinya bor rezervleri (http://www.etimaden.gov.tr).

Ulke Toplam Rezerv (Bin ton B203) Toplam Rezerv (% B203)
Tiirkiye 864.500 721
A.B.D. 80.000 6,7
Rusya 100.000 8,4
Cin 47.000 3,9
Avrjantin 9.000 0,8
Bolivya 19.000 1,6
Sili 41.000 34
Peru 22.000 18
Sirbistan 16.200 1,3
Iran 1000 0,0
Toplam 1.199.700 100

Cizelgedeki iilkelere ek olarak bazi kaynaklar Kazakistan'in yaklagik 102
milyon ton rezerve sahip oldugunu yazmaktadir. S6z konusu veriler tutarsiz olmasi
ve kesin olmamasi nedeniyle c¢izelgede verilmemistir. Diinyadaki toplam bor
rezervleri incelendiginde Tiirkiye’nin ne kadar onemli bir paya sahip oldugu

anlasilabilmektedir (Mergan, 2006). Ulkemizdeki bor madeni rezervleri: % 37



Bigadic (Balikesir), % 34 Emet (Kiitahya), % 28 Kirka (Eskisehir) ve %1 Kestelek
(Bursa) seklindedir (DPT, 1995).

['4d 3

Sekil 1.2. Emet Bor Isletme Tesisi ve maden ocag (http://www.etimaden.gov.tr).

Bor mineralinin ve bor minerali igeren iriinlerin kullanimi giderek
artmaktadir. Glinimiizde cam ve seramik sanayi, bayazlatma ve temizleme, tarim,
yanmayi Onleyici maddelerin iiretilmesi, maden miihendisligi, orman endiistrisi,

otomotiv, tekstil, bilgisayar teknolojisi, elektrik - elektronik, uzay - havacilik ve



savunma sanayi, niikleer uygulamalar gibi bircok alanda kullanilmaktadir

(http://www.mta.gov.tr).

1.1.2. Borun Biyolojik, Tibbi Ozellikleri ve Saghk Uzerine Olumlu Etkileri

Bitkilerde bor bilesikleri ilk kez 1897 tarihinde Wittstein ve Apoiger
tarafindan belirlenmistir. Bor, bitkilerin biiylime ve gelismesi icin gerekli olan bir
esansiyel elementtir (Warington, 1923). Borun, insanlar i¢in de esansiyel olabilecegi
heniiz tartismali olmakla beraber ABD Farmakopesi - Uluslararas1 Kodeksi ve Ingiliz
Farmakopesi borik asit ve sodyum boratlari tibbi agidan 6nemli bilesikler olarak
siiflandirmigtir. Bor bilesiklerinin oral yolla aliminda fizyolojik sivilarda (kan,
idrar, vb) borik asit bulunur (Usuda ve ark., 1998). Borik asit, pKa’s1 9,2 olan zayif
bir asittir. Fizyolojik pH’ta disosiye olamayan asitin sulu ¢ozeltisi olarak bulunur
(Woods, 1994). Borik asit olarak bor, gastrointestinal ve solunum sisteminden hizla
emilir ve insan dokularinda diisiik konsantrasyonlarda bulunur. Viicuda alinan borun
% 90 - 95’1 viicutta birikmeden idrarla disar1 atilmaktadir. Yalnizca kemik, tirnak,
kil, karaciger ve dalakta az miktarda birikmektedir (Murmu ve ark., 2001). Treinen
ve Chapin (1991) borun testislerde ve epididimisde birikim yapmadigini ortaya

koymustur.

Nielsen (1998) yaptigi bir ¢alismada insanlar i¢in kabul edilebilir giivenli bor

alim miktarinin giinliik 1 - 13 mg olmas1 gerektigini bulmustur.

Bor; immiin sistem, iskelet - kas sistemi, sinir sistemi, iireme sistemleri ve
enerji metabolizmasina olan etkileri agisindan 6nemli bir mineraldir. Diisiik dozda
bor alimimin; bu sistemlerde bozukluklara neden olabilecegi bulunmustur.
Dolayisiyla giinliik diyette bora yer verilmelidir. Genel olarak meyve, sebze,
baklagiller ve kuruyemis agisindan zengin bir diyetle bor alinabilir. Ozellikle findik,
badem, hurma, elma, erik, {izim, brokoli, domates, patates bol miktarda bor iceren
besin maddeleridir (Nielsen, 2008). Borun, enzim sistemlerinde metabolizmay1
diizenledigi bildirilmistir (Nielsen, 1998). Borik asitin, D vitamini (Hunt, 1996),

kalsiyum ve potasyum metabolizmasinda (Meacham ve ark., 1994) etkili oldugu



gosterilmistir. Besin kaynakli bor aliminin menopoz sonrasit kadinlarda kalsiyum
kayb1 ve kemik demineralizasyonunu azalttigi (Nielsen ve ark., 1987), kemik
dayaniklilig1 tizerine olumlu etkiler oldugu (Chapin ve ark., 1997) ve dolayisiyla,
osteoporoz ve artrit tedavisinde veya oOnlemesinde yararli oldugu bulunmustur
(Grajeta, 2003).

Bor, dokularda oksidan/antioksidan dengenin siirdiiriilmesine yardim eder.
Glutatyon ve tiirevlerinin viicuttaki stoklarmi arttirarak veya diger reaktif oksijen
tirlerini etkisizlestiren kimyasallar1 indiikleyerek oksidatif hasar1 engeller (Hunt ve
Idso, 1999). Bor bilesiklerinin G-6-PD (glukoz-6-fosfat dehidrogenaz) aktivitesini
arttirdigi, NADPH (nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) seviyelerinin
diizenlenmesinde rol aldig1 goriilmiistiir (Samman ve ark., 1998; Devirian ve Volpe,
2003). Borun eritrositlerdeki SOD (stiperoksit dismutaz), CAT (katalaz), GSH-Px
(glutatyon peroksidaz), GST (glutatyon S-transferaz) ve total antioksidan kapasiteyi
(TAC) arttirdigr bilinmektedir (Tiirkez ve ark., 2007).

Yapilan ¢alismalarda borun immiin sistemde ve inflamatuvar yamtta rol
oynadigi (Hunt ve Idso, 1999; Armstrong ve Spears, 2003), insiilin, Ostrojen,

testosteron, T3, T4 hormonlari lizerinde etkili oldugu gozlenmistir.

Bor bilesiklerinin bakterilerde ve memeli hiicre kiiltiirlerinde genotoksik etki
potansiyelinin olmadig1 gosterilmistir (Moore, 1997). Insan kan hiicresi kiiltiirii
kullanarak yapilan bir c¢aligmada, agir metal (arsenik trioksit, kolloidal bizmut
subsitrat, kadmium, civa ve kursun) genotoksisitesinde bazi bor bilesiklerinin (borik
asit, boraks, kolemanit ve tileksit) antioksidan etkili olup olmadigini arastirilmis test
edilen bor bilesiklerinin diisiik dozlardaki agir metal genotoksisitesini azalttigi tespit
edilmistir (Tiirkez ve ark., 2012). Ustiindag ve ark. (2015) borik asitin diisiik
konsantrasyonlarda (< 300 uM) DNA hasarini indiiklemedigini, buna karsin 2 ve 10
uM konsantrasyonda ise kursun ve kadmiyum agir metallerinin neden oldugu DNA

hasarini azaltig1 sonucuna varmiglardir.



Ugkun ve ark. (2009) kardes kromatit degisimi (SCE) ve mikrogekirdek
(MN) yontemleri kullanilarak yaptiklari bir ¢alismada, belli dozlarda bora maruz
kalan bireylerin lenfosit hiicrelerindeki DNA hasarlari, maruz kalmayan bireylerle
kiyaslamistir. Bora maruz kalan bireylerdeki DNA hasariin kontrol grubuna gore
daha diisiik oldugu go6zlenmis; borun olusabilecek DNA hasarlarina karsi
antigenotoksik etkinliginin olabilecegi vurgulanmistir. Yilmaz ve ark. (2013) borik
asitin, Chinese Hamser V79 hiicre serilerinde hidrojen peroksit (H20.) ile olusturulan

DNA hasarlarina kars1 koruyucu (antigenotoksik) etkinliginin oldugunu gostermistir.

Borik asit; kadinlarda, azole direngli non-albicans candida tiirleri igin
geleneksel tedavinin ise yaramadigi durumlarda vajinitin tekrarlayan kronik
semptomlarinda giivenli ve ekonomik bir alternatif oldugu bulunmustur (lavazzo ve
ark., 2011).

Bor, bor ndtron yakalama tedavisi (BNCT) yontemi ile riskli beyin
tiimorlerinin tedavisinde uygulanmaktadir (Nakagawa ve Hatanaka, 1997). BCNT ilk
kez 1968’de Japonlar tarafindan bulunmustur. Bu yontemde ndtron bombardimani
sonrasinda kanserli dokuya ulasan ve parcalanan bor kanser hiicrelerini yok
etmektedir. Diisiik enerjili notron ve c¢ekirdekteki kararli izotopu (°B) arasinda
meydana gelen reaksiyon sonucu yogun iyonize ve yiiksek biyolojik etkinlige sahip
bor Helyum (He) ve Lityum (Li) ¢ekirdekleri meydana gelmektedir (Sauerweina ve
ark., 2002). Timor hiicrelerini hedef alan yiiksek enerjili ¢ekirdekler, hiicre
DNA’sinda hasar olusturarak hiicre béliinmesini durdurur (Yamamoto ve ark., 2009).
BCNT, meme, tiroid, kolon, pankreas kanserlerinin tedavisinde de kullanilan bir

yontemdir (Yanagie ve ark., 1997; Yanagie ve ark., 2009).

Ayrica yapilan ¢aligmalar borun insanlarda beyin fonksiyonlarimin
diizenlenmesinde rol aldigini, hafizanin gii¢lendirilmesi ve psikomotor becerilerin
artmasimi  sagladigint  gostermistir.  Borun giinlik 3,25 mg alimmin motor
fonksiyonlarda, hafiza (kisa - uzun siireli) ve dikkat yeteneklerinde gelisme

sagladigy; disiik seviyede alimda ise daha zayif zihinsel ve psikomotor performansa



neden olabilecegi bulunmustur. Borun, gerek zihinsel performans gerekse beyin

fonksiyonlar1 i¢in ana elementlerden biri oldugu diistiniilmektedir (Penland, 1994).

Gallardo - Williams ve ark. (2004) fareler tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada
borik asitin; prostat tiimorlerinin biiytimelerini yavaslattigini, IGF (insulin - like
growth faktdr) ve PSA (prostat 6zgii antijen) diizeylerini diigiirdiigiinii tespit etmistir.
Bu calismayi destekler nitelikte Barranco ve ark. (2007) yeralt1 ve igme sularinindan
borik asit alinan bolgelerde artan kan borik asit konsantrasyonlarina bagli olarak

prostat kanseri insidansinin ve mortalite riskinin azaldig1 goriilmiistiir.

Borik asit ve borat tuzlari, 2005 yilinda US EPA tarafindan kimyasallarin
karsinojenesitelerinin  degerlendirildigi  yonetmelikte “insanlarda karsinojenik
olmayan” maddeler grubunda smiflandirilmigtir. Hayvan deneyleri, mesleki
maruziyetler ve epidemiyolojik ¢aligsmalar neticesinde bor bilesiklerinin karsinojenik

etkili oldugunu gosteren herhangi bir bilgi bulunmamaktadir (WHO, 1998).

1.1.3. Borun Ureme Sistemleri Uzerine Etkileri

Borun iireme ve gelisim sistemi iizerine toksik olup olmadigimi aragtiran
caligmalar vardir. Bu g¢alismalarda borun iireme iizerine olan toksik etkileri sadece
hayvan deneylerinde ve yiiksek dozlarda gdsterilmistir. Insanlarda bor maruziyeti ile
iliskili reprodiiktif veriler son derece kisitlidir. Weir ve Fisher (1972), giinliik ile 90
giin boyunca verdikleri borik asit ve boraksin (44 mg/kg) kopeklerde tiroit ve testis
agirliklarinin azalmasinin yanisira gesitli testikiiler atrofilerede neden oldugunu
gostermistir. Silaev ve ark. (1977), siganlarin 15 giin boyunca 175 mg Bor/kg borik
asit maruziyeti sonucu seminifer tiibiillerinin c¢aplarinda azalmalarin gorildigiini
rapor etmislerdir. Siganlar {lizerinde yapilan bir diger ¢alismada ise diyet yoluyla
verilen 50 ve 100 mg Bor/kg dozundaki boraksin doza bagli olarak hayvanlarin
karaciger, testis ve epididimislerinin agirliklar1 ile seminifer tiibiillerinin ¢aplarinda
azalmalara yol ag¢tig1 kaydedilmistir (Dixon, 1979). Fail ve ark. (1989) 27 hafta
boyunca 4500 ve 9000 mg/kg dozunda borik asit verilen hayvanlarda testikiiler atrofi

ve sperm iretiminde azalmalarin olustugunu; 4500 mg/kg borik asit verilen grupta



fertilite azalirken, 9000 mg/kg borik asit uygulanan grupta fertilitenin tamamen
kayboldugunu ortaya koymustur. Linder ve ark. (1990), Sprague - Dawley sig¢anlari
tizerinde yapmis olduklar1 arastirmalarinda agiz yoluyla verilen borik asitin (350 mg
Bor/kg) sperm olusumunu ve sperm morfolojisini olumsuz etkiledigini
gozlemlemislerdir. Treinen ve Chapin (1991), 28 giin boyunca diyet yoluyla alinan
borik asitin (60 mg/kg) sican seminifer tiibiillerinde hasarlara yol agtigin1 rapor
etmislerdir. Ku ve ark. (1993) F-344 sicanlar iizerinde yaptiklar1 bir arastirmada 63
giin oral yolla 26 mg Bor/kg dozunda verilen borik asitin sperm salinimini inhibe

ettigi ve testikiiler atrofilere yol agtig1 tespit edilmistir.

Insanlarin, hayvanlarda test edilen dozlarda bora maruz kalmasi pratikte
miimkiin degildir. Bu nedenle bu giine kadar insanlarda borun iireme {izerine toksik
etkilerinin oldugunu gdosteren bir calisma bulunmamaktadir. Whorton ve ark.
Amerika'da 753 boraks maden is¢isinde yaptiklar: epidemiyolojik ¢aligmalarla erkek
is¢ilerin biyolojik fertilitesini arastirmislar ve maruziyet gruplarinda maruz kaldiklar
bor miktarina bagli olarak fertilitede bir farklilik gézlemlememislerdir (Whorton ve
ark., 1994a; Whorton ve ark., 1994b). Tiirkiye’de Sayli ve ark. (1998a) yaptiklar
epidemiyolojik ¢alismalarda erkek isgilerin fertilite durumunu ¢ocuk sahibi
olmalarima gore degerlendirmislerdir. Bu c¢aligmalarda, 1068 aile yiiksek bor
maruziyeti ve 610 aile diisiik bor maruziyeti olacak sekilde gruplandirilmis ve her iki
grup arasinda fertilitede bir farklilik olmadigi sonucuna varilmistir. Tiirkiye’de
yapilan bir diger calisma da 799 bor is¢isinde infertilite orani, diisiik sayisi, erkek
cocuk orani, prematiire dogum gibi parametrelere bakilarak yiiriitiilmiistiir. Bu
calismanin sonuglart da bor maruziyetinin, degerlendirilen fertilite parametreleri
tizerinde herhangi bir advers etkisinin bulunmadigin1 desteklemektedir (Col ve ark.,
2000). Son yillarda Cin’deki bor madeni ¢alisanlarinda (Xing ve ark., 2008; Robbins
ve ark., 2010) ve Tirkiye’de Bandirma Borik asit fabrikasi ¢alisanlarinda
gerceklestirilmis (Duydu ve ark., 2011; Duydu ve ark., 2012) olan iki 6nemli ¢alisma
vardir. Her iki ¢alisma sonucunda da bor maruziyetine bagl iireme toksisitesi yiiksek
diizeyde bora maruz kalan is¢ilerde dahi gozlenmemistir. Balikesir Bandirma Borik
Asit Fabrikasi’nda yapilan g¢alismada erkek isgilerde eksternal ve internal bor

maruziyetini tanimlamak i¢in biyolojik sivilarda (kan, idrar, sperm), calisma alani



havasinda, yemeklerde ve su kaynaklarinda bor miktarlari belirlenmistir. Bora
giinliik en yiliksek diizeyde maruz kalan grup i¢in miktarin giinde 14,45 + 6,57 mg
oldugu bulunmustur. En yiiksek diizeyde maruziyetin gozlendigi bu seviye; deney
hayvanlarinda tiremeye olumsuz etkilerin tespit edildigi diizeyden ¢ok daha az
oldugu goriilmistiir. Sonu¢ olarak maruz kalinan giinliik bor konsantrasyonlarina
gore erkek isgilerin {ireme sistemleri tizerine borun herhangi bir toksik etkisi
bulunmamistir. Kandaki LH, FSH ve total testosteron orani; sperm konsantrasyonu,
hareketliligi ve morfolojisi gibi sonuclarda da herhangi bir toksisite bulunmamustir.
Bu durumun tersine fabrikada maruz kalinan dozlarda kandaki bor konsantrasyonu
arttik¢a, iscilerin sperm DNA’larindaki hasarin azaldigi goriilmiistiir (Duydu ve ark.,
2011 ve Duydu ve ark., 2012).

Bora maruz kalan insanlarda yapilmis olan bazi epidemiyolojik ¢alismalar
yiilksek oranda bor maruziyetinin isg¢ilerin sahip olduklar1 kiz ¢ocuk oranin
artirdigini iddia etmektedir. Bu oranin degisip degismedigini arastiran ve bora maruz
kalmis insan sperm hiicrelerinde Y:X oranini arastiran tek bir ¢alisma mevcuttur. Bu
caligma, bora yiiksek oranda maruz kalan erkeklerin spermlerinde Y kromozomu
oraninin, daha c¢ok kiz c¢ocuk sahibi olmalar1 yoniinde farklibk yani Y
kromozomunda azalma yoOniinde gosterdigini iddia etmektedir (Robbins ve ark.,
2008).

1.1.4. Borun Tiirkiye i¢in Onemi

Diinyadaki bor rezervlerinin % 72’ine sahip olan iilkemiz i¢in borik asit ve
sodyum boratlar en O©nemli madencilik ihracat {riinlerindendir. Hayvan
caligmalarinda borik asit ve sodyum boratlarin yiiksek dozlarda iireme ve gelisim
tizerinde olumsuz etkileri gosterilmistir. Buna karsilik giliniimiizde insanlarda bor
maruziyeti ile iligkili reprodiiktif veriler son derecede kisithdir. Borik asit ve sodyum
boratlar hayvan deneylerinde yliksek dozlarda ortaya ¢ikan iireme fonksiyonu
tizerindeki toksik etkileri nedeniyle Avrupa Birligi, “General classification and
labeling requirements for dangerous substances and preparations (67/548/EEC)”

kapsaminda kategori 2 altinda siiflandirmistir. Avrupa Birliginin bu konudaki



yonetmelikleri uyumlastirma kapsaminda borik asit ve sodyum boratlar, Maddelerin
ve Karigimlarin Siniflandirilmasi, Etiketlenmesi ve Ambalajlanmast Yonetmeligi
(Classification, Labeling and Packaging - CLP)’ne gore kategori 1B altinda insan
tiremesi ile ilgili muhtemel toksikan (presumed human reproductive toxicant) olarak
simiflandirilmaktadir. Kategori 1A ve 1B altinda smiflanmis olan kimyasal
maddelerin kullaniminin izne tabi olmasi diinyadaki bor rezervlerinin %72’sinden
fazlasina sahip olan iilkemizin borik asit ve sodyum borat ihracatinda 6nemli kurallar

ve kisitlamalar ile karsilasmasina neden olmaktadir.

1.2. Erkek Ureme Sistemi

Memelilerde erkek iireme sistemi, birlikte ¢alisan ancak farkli gérevlere sahip
olmakla beraber, asil gorevleri spermatozoon iiretmek, beslemek, gegici olarak
depolamak ve bunlar1 disi iireme organina birakmak olan birgok organdan olusur. Bu
organlar testis, epididimis, vas deferens, salg1 bezleri (seminal vezikiiller ve prostat)
ve penistir (Hebert ve ark., 1995). Insan testis ve epididimis yapis1 Sekil 1.3’de

gosterilmektedir.

Vas deferens tireter mesane

seminal _ /.
vezikil 7

,' ) pubis
i simfizis

asicl bag

prostat

ejakulator
kanal

bulbotretral
bez

derisi

estis glans penis
skrotum iiretra

epididimis  torba

Sekil 1.3. Erkek iireme sistemi (Marieb, 2001).
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1.2.1. Testisler

Testis, epididimis ve duktus deferensin baslangi¢ kismi tunika vajinalis
denilen mezotelyum doseli boslugu igine skrotal kese icerisindedir. Bu sekilde bir
yerlesim testislerin normal spermatogenez i¢in gerekli viicut 1sis1 olan 34 — 35 °C
arasinda olmalarini saglar. Testisler, tunika albuginea adi verilen kalin bag dokusu
kapsiilii ile sarilmistir. Testislerin arka yiiziinde kalinlasan tunika albuginea
mediastinum testisi meydana getirir. Buradan bezin i¢ine giren fibréz uzantilar bezi
testikiiler lobiiller denilen yaklasik 250 adet piramidal bolmeye ayirir. Bu bélmeler
aralarinda iliski igerisindedir. Her bdlmede gevsek bag dokusu ile sarili 1 - 4
seminifer tiibiil bulunur. Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve
Leydig hiicrelerinden olusur (Jangueria ve ark., 1998). Leydig hiicrelerinin gorevi

steroid yapida bir hormon olan testosteron salgilanmasidir (Jiang ve ark., 2014).

Seminifer tiibiiller, spermatozoonlarin iiretildigi yerdir. Testiste, 150 - 250
um capinda ve 30 - 70 cm uzunlukta olan 250 - 1000 kadar seminifer tiibiil bulunur.
Tiibiiller kivrimlidir ve baslangicta kor uclu olan tiibiiller kivrimli yapiya sahiptir ve
sonlanirken lumeni daralir. Tiibiiller, kisa segmentler (tiibiili rekti) veya diiz tiibiiller
seklinde uzar. Diiz tiibiiller, seminifer tiibiilleri rete testis denilen, epitel ile doseli
kanallarin olusturdugu bir labirente baglar. Rete testis, 10 - 20 duktuli efferentes ile
epididimisin bas kismini baglanir (Sekil 1.4) (Ross ve Romrell, 2006).
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Tubuli rekti Septum
Tunika albuginea

Epididimis govdesi
Tunika vajinalis

Tunika vajinalisin
boslugu

Epididimis kuyrugu

Sekil 1.4. Testisin yapisi (Marieb, 2001).

Seminifer tiibiiller; bazal lamina, kompleks bir seminifer veya germinal epitel
ve fibroz bir bag dokusu kilifindan meydana gelir. Sertoli hiicreleri ve spermatogenik
seriyi (spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler) olusturan hiicreler

seminifer tiibiil epitelini meydana getiren hiicrelerdir (Sekil 1.5).

Siloplazmik kopruler

rken spermatidler

Sekonder
spermatositler

Primer
spermatositler

Intertisye] hucreler

Sekil 1.5. Seminifer tiibiil epiteli: Sertoli ve spermatogenik seri hiicreleri ve spermatogenez (Jangueria
ve ark., 1998).

Sertoli hiicrelerinin 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Bunlar:

1. Spermatozoolarin beslenme ve korunmasinin saglar.
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2. Fagositoz: Sertoli hiicrelerinin lizozomlar1 spermiyogenez sirasinda artik
cisimcikler seklinde atilan spermatid stoplazmasinin artik cisimlerinin

fogositozunu gergeklestirilir.

3. Salgi: Sertoli hiicreleri spermlerin tasinmasinda kullanilan bir sivi
salgilar. Bu siv1 siirekli olarak seminifer tiibiillerden genital kanallar
yoniinde akar. FSH ve testosteron kontrolii altinda Androjen baglayici
protein (ABP) salgilar. ABP, spermatogenezde gerekli testosteronun
seminifer tiibiillerin icerisinde yogunlagsmasini saglar. Ayrica Sertoli
hiicreleri testosteronu ostradiole ¢evirebilir. Son olarak Sertoli hiicreleri
FSH’in sentezini ve salgilanmasini engelleyen bir peptit olan inhibin

salgilar.

4. Anti - Miilleriyen hormon yapimi: Bu hormon embriyojenik gelisme
sirasinda gorev alan bir glikoproteindir. Amaci erkek fetusta Miiller

kanallarin gerilemesini saglamaktir.

Sertoli hiicreleri hayvanlar ve insanlarda tireme dénemi boyunca bdliinmeden
kalirlar. Sertoli hiicreleri yetersiz beslenme, radyasyon ve enfeksiyon gibi olumsuz
etkilere karst c¢ok direnclidir. Stoplazmalarinda bol miktarda diiz endoplazmik
retikulum, bir miktar graniillii endoplazmik retikulum, iyi gelismis Golgi kompleksi,
cok sayida mitokondri, lizozom ve vimentin, aktin ve mikrotiibiillerden olusan
zengin bir hiicre iskeletine sahiptirler. Bazolateral bolgelerinde Sertoli hiicreleri
komsu diger Sertoli hiicreleri ile spermatogonyumlar seviyesinde siki baglantilarla
baglanmislardir. Bazolateral siki baglantilar, seminifer epiteli bazal ve ad luminal
kompartman olmak iizere iki kompartmana bdlerler. Spermatogonyumlar ve erken
birincil spermatositler, bazal kompartmana yerlesirler. Bazal kompartman igerisine
kanda bulunan maddeler girebilir. Spermatogenez sirasinda spermatogonyum seri
hiicreleri bosluklardan gecerek ad luminal kompartmana ¢ikarlar (Jangueria ve ark.,
1998; Ross ve Romrell, 2006).
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Spermatogonyumlar farklilagtikga sperme 6zgili proteinler meydana gelir.
Bagisiklik sisteminin gelismesinden uzun bir siire sonra cinsiyet olgunlagmasi
gerceklesmesi sebebiyle spermatogenez sirasinda farklilasmakta olan sperm hiicreleri
yabanci olarak algilanabilir. Bunun sonucu gelisen immiin yanit germ hiicrelerinin
Oliimiine sebep olabilir. Farklilasarak gelisen germ hiicreleri ve immiin sistem
arasinda olusabilecek herhangi bir etkilesimin bertaraf edilebilmesi i¢in spermler ve
Sertoli hiicrelerinin arasindaki siki baglantilarin olusturdugu kan - testis bariyeri
mevcuttur. Sertoli hiicrelerinden meydana gelen bariyer sonucu seminifer tiibiillerin
epiteli olusabilecek bir otoimmiin reaksiyonlardan korunur. Seminifer tiibiillerin igi
ve kan arasinda bir bariyerin varligi, kandan ¢ok az miktarda maddenin ge¢mesini
saglar. Boylece erkek iireme hiicreleri kandan gelebilecek olan zararli kimyasallara
karst korunmus olur (Pelletier ve ark., 1997). Sertoli hiicrelerinin tepesindeki ve
yanindaki Kkenarlarda bulunan derin girintilerine spermatositler ve spermatidler
yerlesmislerdir. Spermatidlerde bulunan kuyruklar (flagellalar) gelistikge; Sertoli
hiicrelerinin tepe bodlgelerinden uzayan sacaklar piiskiiller gibi ¢ikintilar seklinde
goriiliirler. Germ hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi gap junction olarak
adlandirilan Sertoli hiicreleri ile birlesme yerderinde gergeklestirilir. Bu seminifer

epitelyum dongiisiiniin koordinasyonu igin 6nemli bir olaydir.

Spermatogenik seri hiicreleri 4 - 8 tabaka halinde bazal lamina ve tiibiil
limenine yerlesmislerdir. Spermatogenik seri hiicreleri belirli sayida boliinmeden
sonra farklilagirak spermatozoonlari olusturur. Bu olaya spermatogenez adi verilir.
Testosteron hormonu spermatogenezi uyarirken, dstrojen ve progesteron hormonu

stireci inhibe eder (Jangueria ve ark., 1998; Ross ve Romrell, 2006).

Epididimis spermlerin depolandigi, dolayisiyla memeli erkek {ireme
sisteminin ¢ok onemli bir parcasi olan bir organdir. Bas (caput), gévde (corpus) ve
kuyruk (cauda) olmak iizere iic kistmdan olusur. Testiste olusan spermatozoonlar
caput epididimise girerler ve cauda epididimise geg¢ip burada depolanirlar.
Spermatozoonlar epididimise, Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan iiretilen;
steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP iceren testikiiler sivi1 ile

tasiir. Giriste olgunlasmasi ve motilitesi tam olmayan spermler bu tasinma
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esnasinda hareket yetenegi kazanirlar ve vas deferense peristaltik hareketlerle
taginirlar.  Spermler ejekiilasyon esnasinda vas deferenstan {iretraya aktarilir

(Jangueria ve ark., 1998; Jones, 1999).

1.2.2. Spermatogenez

Spermatogenez erkek iireme hiicrelerinin ¢ogaltilma ve farklilastiriima
stirecidir. Sperm ana hiicresi olan spermatogoniyal kok hiicrelerin boliinmesi ve
farklilagsmasi ile baslar. Daha sonra birbirini takip eden spermatositogenez, mayoz ve

spermiyogenez evreleri ile devam eder (Huleihel ve ark., 2007).

Spermatositogenez olarak adlandirilan ilk evrede spermatogonyumlar ardi
ardina iki mitoz bdliinme sonucunda spermatositleri meydana getirir. Sonraki evre
spermatositler pes pese iki boliinme gecirir. Boylelikle kromozom sayilar1 ve DNA
miktari esit olarak her hiicrede yariya iner. Spermatidlerin olustugu bu evreye mayoz
evresi denilir. Son evre olan spermiyogenez evresin de ise spermatidler hiicre

farklilagma siireci gegirerek spermatozoonlari olusturur (Abraham, 2002).

Sperm ana hucresi
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Sekil 1.6. Spermatogenez.
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Spermatositogenez; spermatogonyum hiicresi ile baslar. Spermatogonyumlar,
diploid, yaklastk 12 pum c¢apinda, bazal lamina ile dogrudan iligkide olan
spermatogenik hiicrelerdir. Bulunduklari konum kan - testis bariyerinin disidir.
Spermatogonyal kok hiicreden koken alirlar ve cinsiyet olgunlagmasiyla bu hiicreler
bir seri mitoz gegirirler (Abraham, 2002). Saglikli yetiskin insanlarda yenilenme ve
cogalma sekillerine gore 3 tip spermatogonyum tanimlanmistir. Bunlar koyu tip A
spermatogonyum (koyu renkli boyananlar), agik tip A spermatogonyum (soluk renkli
boyananlar) ve tip B spermatogonyumlardir (Clermont, 1966). Spermatogenik
serinin kok hiicreleri tip A spermatogonyumlardir. Ayrica tip B spermatogonyuma
farklilagabilen agik tip A spermatogonyuma da bolinebilirler. Tip B
spermatogonyumlar mitoz boliinme sonucu birincil spermatositleri olustururlar.
Birincil spermatositler mayoz bolinmenin profaz evresinde DNA sentezinin
tamamlanmasi ile tetraploid hale gelirler. Herbir birincil spermatosit birinci mayoz
boliinmeyi gecirerek iki adet diploid ikincil spermatositi meydana getirir. Ikincil
spermatositlerde belirgin bir DNA sentezi olmayan, sadece tamir DNA sentezinin
meydana geldigi ikinci mayoz béliinmeye girer. ikinci mayoz béliinme sonucu her

bir ikincil spermatosit iki tane haploid spermatid meydana getirir (Abraham, 2002).

Spermatositler, seminifer tiibiilin ad luminal kompartmaninda Sertoli
hiicrelerinin aralarindaki siki baglantilarin tizerinde yer bulunur. Mayoz béliinmeler
kan - testis bariyerinin igerisinde vuku bulur. Spermatogonyumlar béliiniirken
meydana gelen hiicreler tamamen ayrilmaz. Bu hiicreler sitoplazmik kopriilerle
birbirlerine baglidir. Tek bir spermatogonyumdan kéken alan her birincil ve ikincil
spermatositle, spermatid arasindaki iletisim bu kopriiler yardimiyla saglar.
Spermatogenezdeki olaylar zincirinin diizenlenmesinde hiicreden hiicreye Dbilgi
aktarimma miisade etmesi sebebiyle 6nemli bir rol oynarlar. Spermatogenez sona
erdiginde sitoplazma ve sitoplazmik kopriilerin artik cisimcikler olarak dokdiliir.
Bunun sonucu spermatidler arasinda ayrilma gergeklesir (Sekil 1.5. Seminifer tiibiil

epiteli: Sertoli ve spermatogenik seri hiicreleri ve spermatogenez) (Abraham, 2002).

Insanda spermatogenezin siiresi yaklasik olarak 64 giindiir ve her seminifer

tilbiilde ayn1 anda gerceklesmez. Spermatogenez ayni zamanda farkli asamalarda
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(dalgalanma) seklinde gergeklesir. Bu nedenle saglikli testis dokusunun histolojik
incelenmesi esnasinda seminifer tiibiiller diizensiz bir sekilde gozlemlenir. Bu durum
seminifer tiibiillerin baz1 bolgelerinde spermatozoonlar varken neden diger
kisimlarda yanliz spermatidlerin oldugunun sebebidir. Seminifer epitelyum dongiisii
germinal epitelyumda belli bir hiicre evresinin ardisik iki goriiniimii arasinda olusan
matiirasyon degisiklikleri dizisini ifade eder. insanda her bir déngii yaklasik 16 + 1

giin siirer ve spermatogenez 4 déngiiden sonra sona erir (Abraham, 2002).

Spermatogenez sonrasi goriilen spermiyogenez, spermatidlerin farklilasarak
Ozellesmis hiicreler olan spermatozoonlara (olgun sperm hiicresi) doniisme siirecidir.
Bu siiregte hiicre boliinmesi gergeklesmez. Spermatitten olgun sperm olusumuna
kadar gecen siire¢ Sertoli hiicresi sitoplazmasinda gergeklesir (Abraham, 2002). Bu
gelisim ve farklilasma evreleri golgi, baslik, akrozomal ve olgunlagma (matiirasyon)

faz1 seklindedir.

Akrozom
Cekirdek

‘ A Mitokondriler
|

|

Bas Orta Kamgi
bolim

Sekil 1.7. Olgun sperm hiicresi ve kisimlart.

Olgun sperm hiicrelerinin somatik hiicrelerden iki temel farki vardir. Bu
farklar protaminasyon ve DNA tamirinden yoksun olmalaridir. Spermiyogenezin ilk
evrelerinde n kromozomlu (haploid) spermatidler tipik bir niikleozomal kromatin
yapisindadirlar. Baslangigta bol miktarda ribozomal olmayan RNA transkripsiyon
aktivitesine sahipken spermiyogenez ilerledikge kromatin yapist yerini diiz kromatin
liflerine birakir. Yanyana iplikcikler seklinde toplanan kromatinler artik
transkripsiyon yapmazlar. Spermatazoonlar da DNA tamirinin olmamasi
epididimiste taginmalar1 ve/veya ejekiilasyon sonrasinda olusabilecek herhangi bir
hasarin tamir edilemeyecegi anlamina gelir. Buna karsin DNA hasarina sahip bir
sperm hiicresi dolleme yetenegini heniiz kaybetmemis olabilir. Bu durum fertilite

i¢in son derece onemlidir (Gonzales — Marin ve ark., 2012). Genetik olarak hatali
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hiicrelerin embriyo olugturmasini engellemek i¢in tek mekanizma apoptozis ile yok
edilmesidir (Singh ve ark., 2003). Yetigkin erkek ratlar tizerinde yapilan ¢alismalar
apoptozis ile germ hiicrelerinin yaklasik % 75’¢ kadar ortadan kaldirilabilecegini
gostermistir. Spermatogenezis sirasinda olagan ve siirekli germ hiicresi Oliimii
gerceklesmektedir. Spermatogenezis siirecinde apoptozisin iki onemli amaci vardir.
Bunlar morfolojik ve/veya genetik olarak hatali olan germ hiicrelerinin yok edilmesi
ve Sertoli hiicrelerinin destekleme kapasitesi kadar hiicre popiilasyonunun
saglanmasidir (Huckins, 1978). Enfeksiyon durumu olmadigi halde seminal sivida
16kosit hiicrelerinin varligi apoptoza ugramis olan germ hiicrelerini ortadan
kaldirmak i¢in oldugu diistiniilmektedir (Ricci ve ark., 2002). Spermatogenez ve
spermiyogenez sirasinda kromozomal proteinler {izerinde yapilan arastirmalarda,
spermatosit ve erken evre spermatid kromatinleri tizerinde 6nce somatik histonlarin
bulundugu gorilmiistiir. Daha sonra bunlar testise 6zgii histonlar ile ve ileri evre
spermatidlerde TP1 ve TP2 gegis (transition) proteinleri ile yer degistirmektedir. En
son olarak geg¢is proteinleri; arjinin ve sistein aminoasitlerince zengin, kiigiik pozitif
yiiklii proteinler olan protamin P1 ve P2 proteinleri ile yer degistirmektedir (Nanassy
ve ark., 2011). Bu degisim ve paketlenme sonucu sperm hiicrelerinin DNA’s1 viicut
hiicrelerine gore 6 kat daha yogun ve yaklasik 1:40 daha az hacim kaplayacak hale
gelirken depolanmasi ve genital sistemde tasinmasi kolaylasir. Fertilizasyon 6ncesi
ekzojen ajanlarin genetik materyale ulagsma ihtimali minimize edilmis olur. Ayrica

genomun transkripsiyonel olarak inaktif tutulmasi saglanir (Singh ve ark., 2003).

Endokrin sistem hormonlar1 ve testikiiler parakrin/otokrin biiyiime faktorleri
spermatogenezin diizenlenmesinden sorumludur. Bu faktorler Sertoli hiicreleri, germ
hiicreleri, peritiibiiler hiicreler, Leydig hiicreleri ve makrofajlar tarafindan iretilir.
Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde bulunan germ hiicreleri arasindaki sayisal oran

ve etkilesim basarili bir spermatogenez i¢in 6nemlidir (Huleihel ve ark., 2007).

1.2.3. Uremenin Hormonal Kontrolii

Reprodiiktif performans igin gerekli olan cinsiyet hormonlarinin fizyolojik

miktarlarda salgilanmasinin kontrol edilmesi ve saglikli spermatogenetik hiicrelerin
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olus ve olgunlasmasini saglanmasi hipotalamo - hipofizer - testikiiler aks ile
gerceklestirilir. Erkekte bu aks hipotalamus, 6n hipofiz ve testis olmak {izere ii¢
kompartmandan olusur. Hipotalamusta peptit hormon yapisinda olan GnRH
(gonadotropin salgilatici hormon) sentezlenir. Bu hormon kisa bir portal vendz
sistem ile hipofize taginir. GnRH hipofizde LH (liiteinlestirici hormon) ve FSH
(folikiil uyarict hormon) sentezini ve salinmini uyarir (Sekil 1.8. Hipotalamo -
hipofizer - testikiiler aks). Bu iki hormon genel dolasima katilarak testislere ulasirlar.

Testislerde gonadal steroid sentezini ve spermatogenezi uyarirlar.

EKSTRAHIPOTALMIK
MERKEZi SiNIR SISTEMi

Sekil 1.8. Hipotalamo - hipofizer - testikiiler aks (Swerdloff ve Wang, 1997).

Hipotalamus, anteriorda optik kiazma, posteriorda mamiller cisimler,
lateralde temporal lob ve superiorda talamus ile baglantilidir. Hipotalamus, merkezi
sinir sisteminin noral mesajlar1 ve testislerin hormonal mesajlar1 ile GnRH salgilar.
Bu nedenle hipotalamus, hipotalamus - hipofiz - testis aksinin en &nemli
elemanlarindan birisidir. GnRH kisa bir dongii ile otonegatif geri beslenme yoluyla
kendi salgilanmasimi inhibe eder. GnRH hipotalamusta norosekretuar noéronlarda
sentez edilir. GnRH cift tarafli akim 6zelligine sahip mikrovaskiiler portal dolasim
yardimiyla pulsatil salgilanir. Yaklasik salinim hizi 70 - 90 dakikada bir atim hizidir.
Kandaki yarilanma omrii 2 - 5 dakika kadardir. Buradan hipofize gelen GnRH
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fonksiyonel bakimdan LH ve FSH’in pulsatil salinimma neden olur. GnRH’m
pulsatil salinimi1 6nemlidir. Pulsatil olmayan GnRH salimmi gonadotropinler
lizerinde uyarici degil; tam tersi inhibitor etki yapmaktadir. GnRH’1n ritmik salinimi
tic farkl1 sekilde gdzlemlenir. ilki; haziran — temmuz aylarinda GnRH seviyesinin en
{ist diizeye ¢ikmasi ile sonuglanan mevsimsel salimimdir. ikinci olarak; sabah erken
saatlerde en yiiksek seviyeye c¢ikmasidir. Bu durumun melatonin ile iligkili oldugu
diisiiniilen sirkadyen ritim sayesinde gergeklestigi tahmin edilmektedir. Ugiincii ve
son olarak; 90 ile 120 dakika arayla GnRH pulsatil ritim ile salinir. Bu salinim
esnasinda pulsatil atim sikligindaki degisiklikler, periferik dolasgimdaki LH ve FSH
oraninmi etkilemektedir. Kisa araliklarla GnRH salinimi, LH/FSH oranini artirirken;

uzun araliklarla GnRH saliniminda, bu oran azalmaktadir.

LH ve FSH, anterior hipofizdeki bazofilik gonadotropik hiicrelerden
salgilanan, glikoprotein yapisinda olan iki kritik heterodimerik hormondur. Alfa ve
beta olmak iizere iki polipeptit zincir igermektedir. Kovalent olmayan baglarla alfa
ve beta altbirimleri baglanarak aktif heterodimerik gonadotropik molekiilii
olustururlar ve reseptdr aracilifiyla etki gosterirler. Endoplazmik retikulumda
sentezlendikten sonra bazi modifikasyonlar olusur. Bu modifikasyonlar bir takim
oligosakkarit komponentlerinin ilave edilmesi veya ¢ikarilmasi seklindedir. Ayrica
LH molekiiliinde terminal karbonhidrat, sialik asit ve siilfat ilaveleri biyokimyasal
izoform olusturmaktadir. Gonadotropinler hipofizden episodik olarak salgilanirlar.
LH, erkeklerde 60 - 120 dakika arayla salgilanir. Bir giinliik LH salinimina bakilinca
sabah erken saatlerde, ilerleyen saatlere gore % 5 - 15 daha yiiksek serum seviyeleri
goriliir. LH in yar1 omrii 1 saattir. Erkekte hipotalamik GnRH salinimi ile LH
salmimi ve testikiiler testosteron salinimlart arasinda uyum vardir. Erkekte LH
salinimi testosteron tarafindan inhibe edilir. Diger androjenler ve Gstrojenler de LH
salinimin1 inhibe edebilir. FSH, Sertoli hiicrelerini uyararak seminifer tiibiil
epitelindeki spermatogenezi uyarir. Sertoli hiicrelerinden salgilanan inhibin B ise
FSH salgisini baskilar. Follistatin, testis ve hipofizden salgilanarak, yiiksek derecede
aktivin baglayici protein olarak fonksiyon goriir. Boylece dolayli olarak FSH
salinimi inhibe eder. Ayrica aktivin de Sertoli hiicresi ve hipofizden salgilanarak

FSH sekresyonunu uyarir. Hipofizden gonadotropinlerin disinda PRL (prolaktin)
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hormonu da salgilanmaktadir. PRL salimmi dopamin ile inhibe edilir.
Hipotalamustan salgilanan TRH (tirotropin salgilatict hormon) ve VIP (vasoaktif
intestinal peptit) ise hipofizden prolaktin salinimini uyarir. PRL, hipotalamustan
GnRH ve hipofizden gonadotropik hormonlarin salinimini inhibe ederek; dolayl
olarak testikiiler fonksiyonlari etkilemektedir. Ayrica dogrudan Leydig hiicrelerine
ve testislere de etki etmektedir (Vale ve ark., 1977; Kalra ve Crowley, 1984; Ying,
1988).

Testosteron erkeklerde testislerde Leydig hiicreleri ve kadinlarda
yumurtaliklarda tiretilen androjen grubundan bir steroid hormondur. Testosteron ayni
zamanda her iki cinsiyette adrenal bezlerde de iretilir. Kadinlardaki testosteron
tretimi erkeklerin yaklasik % 5’1 kadardir. Hipotalamusta iiretilen gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH) ile kontrol edilen hipofiz bezi LH hormonu salgilayarak,
testislerin Leydig hiicrelerinden testosteron yapimini uyarir (Kartalei, 2010) (Sekil
1.8. Hipotalamo - hipofizer - testikiiler aks).

Testosteron erkeklerde prenatal hayatta skrotum olusumunu, prostat, seminal
vezikiiller ve fallik mesanenin gelismesini ve dogumdan sonra cinsiyet organlarinin
Ozellikle de penisin gelisimini saglar (Brook, 1999). Ergenlikte ikincil cinsiyet
karakterleri olarak bilinen ses kalinlagsmasi, yliz ve viicudun diger bolgelerinde
killanmanin olugmasimi saglar. Spermatogenezi baslatir (Sinisi ve ark., 2003).
Anabolik etkilerinin arasinda kas kitlesini ve giiciinii artirmak, kemik yogunlugu ve
giiclinii artirmak, uzamay1 saglamak ve kemik olgunlagsmasini saglamak sayilabilir
(Jiang ve ark., 2014). Her iki cinsiyette de libidonun ve enerjinin artmasini saglar
(Bain, 2007). Eritrosit iiretiminde rolii vardir (Shahidi, 1973).

1.2.4. Sperm DNA Biitiinliigiinii Etkileyen Faktorler

Sperm DNA biitiinliiglinlin bozulmast sonucu fertilizasyon basarisinda
azalma, diisiik embriyo kalitesi, diisiik gebelik oranm1 ve diisiik riskinde artis
goriilmektedir (Zhang ve ark., 2013). Sperm hiicrelerinde goriilen DNA hatalarinin

olusum nedenleri hakkinda {izerinde durulan 3 temel mekanizma vardir. Bunlar:
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1. Intrinsik faktdrler: Sperm kromozom paketlenmesi sirasinda ortaya ¢ikan

hatalar, yetersiz protaminasyon ve replikasyon hatalari.

2. Ekstrinsik faktorler: Ilerlemis baba yasi, yetersiz kalorili diyet, ¢evresel
kirleticiler, pestisit maruziyeti, sigara kullanimi, varikosel, kanser,
hipertermi, hava kirliligi, genital sistemde ortaya ¢ikan enfeksiyonlar

sonucu artmis oksidatif stress.

3. Basarsizlikla sonuglanan apoptozisdir (Schulte ve ark., 2010).

1.3. Kromozom Anomalileri

Kromozomlarda goriilen anomaliler yapisal ya da sayisal kromozom
anomalileri olmak tiizere iki sekildedir. Yapisal kromozomal anomalileri delesyon,
inversiyon, bir kromozomun bir kisminin dublikasyonu ya da bir kromozomun diger
kromozoma bir pargasinin translokasyonunu ve ring kromozom yapisini igerir.
Sayisal kromozom anomalileri anoploid (bir ya da daha fazla kromozomun ilavesini
veya delesyonunu igeren hiicreler) ya da poliploid (tiim kromozomlarin multipl

kopyalarini iceren hiicreler) olarak siniflandirilir (Ozgelik, 1999).

1.3.1. Kromozom Yapis1 Mutasyonlari

1.3.1.1. Delesyon

Kromozoma ait kiiclik bir parganin koparak uzaklagmasidir. Bu durum iki
farkli sekilde gergeklesebilir. Birincisi; darbe sonucu kromozomun terminal pargasi
koparak kromozomdan ayrilir. Bu duruma terminal delesyon denir. Ikinci durumda
ise iki darbe neticesinde kopan parca uzaklastiktan sonra kromozomun iki parcasi
yeniden kaynasir. Bu duruma ise insersiyonel delesyon denilir. Terminal delesyon
pek miimkiin goriilmemektedir. Ciinkii kopan u¢ yapiskan uc¢ halini alir ve
delesyondan sonra translokasyon gerceklesme ihtimali ¢ok yiiksektir (Ozgelik,
1999).
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1.3.1.2. inversiyon (Ters Donme)

Bir kromozoma gelen iki darbe neticesinde kopan parganin delesyona
ugramadan kendi ekseni etrafinda 180 derece donerek yine eski yerine yapismasi
olayidir. Perisentrik ve parasentrik inversiyon olmak tizere iki farkli sekilde
gerceklesebilir. Kromozomunn uzun ya da kisa kollarinin herhangi birisinde kirtlma
olan sentromerlerin disindaki ters donmelere parasentrik inversiyon denir. Bunun

sonucunda kromozomun goriiniimii degismez fakat gen swrast degisir (Ozgelik,

1999).

Perisentrik inversiyon, iki darbenin kromozomun kisa ve uzun kollarina
gelmesi ve kirilan parganin sentromeri de igermesi durumudur. Kirilan parganin
kendi ekseni etrafinda 180 derece ters donerek yapismasi sonucu hem gen sirasi hem

de kromozomun yapisi degisir (Ozgelik, 1999).

1.3.1.3. Duplikasyon

Iki darbe sonucu homolog iki kromozomdan birinden kopan parca digerinde
tek darbe sonucu kopan bosluga girerek kaynasirsa duplikasyon gergeklesir.
Duplikasyon daha ¢ok mayoz boliinme sirasinda esit olmayan krossing-over sonucu
olusur. Duplikasyon kendini iki sekilde gosterir. Tandem duplikasyonda genler ardi
ardina dizilirken ters tandem duplikasyonda artan parga kendi ekseni etrafinda ters

donerek yeni yerine eklenistir (Ozgelik, 1999).

1.3.1.4. Translokasyon

Heterolog iki kromozomdan birinden kopan bir par¢anin digerinin kirilan
parcasinin iizerine yapismasidir. Iki grup igerisinde incelenebilirler. Birinci tip
homolog yada homolog olmayan iki kromozom arasinda kopan parcalarin karsilikli
yer degistirmesi olayidir. Resiprokal (karsilikli) translokasyon denir. Ikinci tip

translokasyonda ise akrosentrik kromozomlar arasinda kromozomlarin birinde
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sentromere yakin kisa kolda digerinde ise sentromere yakin fakat uzun kolda birer
kirilma olur. Sonra iki kromozomun uzun ve kisa kollar1 birleserek translokasyon
kromozomlarini1 olustururlar. Ayrica bu tip translokasyona sentrik kaynasma tipi

translokasyon veya Robertsonian translokasyon denmektedir (Ozgelik, 1999).

1.3.1.5. Yiiziik (Ring) Kromozom

Bir kromozomun iki ucunda olusan iki kirilma sonucunda, kirik uclarin birbiri
ile kaynagmasi sonucunda halka seklinde bir kromozom olusur. Bu kromozoma

yiiziik veya ring kromozom denir (Ozgelik, 1999).

1.3.2. Kromozom Sayis1 Mutasyonlari

1.3.2.1. Oploidi

Kromozomlardaki sayisal diizensizlikler olarak bilinirler. Insan esey
hiicrelerinde haploid sayr da bulunan 23 adet kromozomun haploid saymnin tam

katlar1 kadar (n= 23 ve 3n, 4n, 5n ...) artmas1 olayidir (Ozgelik, 1999).

1.3.2.2. Anoploidi

Temel kromozom sayisinin tam katlart kadar olmayan artma ya da

eksilmelere denir ve goriilme siklig1 dploididen daha fazladir (Ozgelik, 1999).

1.4. Sperm DNA Biitiinliigiiniin Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler

Sperm DNA biitiinliigliniin ve saglikli spermlerin tespitinde bircok dogrudan
ve dolayli yontemler kullanilmaktadir. Dolayli yontemler meni analizleri (sperm
konsantrasyon, motilite, morfoloji gibi meni analizleri) ve sperm fonksiyon testleridir
(anti- sperm antikor testi, akrozom reaksiyonu testi, hemizona baglanma testi, sperm

penetrasyon testi). Dogrudan yontemler yapisal ve sayisal kromozomal anomalilerin
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tespiti i¢in kullanilan sperm karyotipleme ve floresan in situ hibridizasyon (FISH)
teknikleridir. Sperm DNA fragmentasyonlarinin dogrudan incelenmesinde COMET,
“DNA Breakage Detection - Flourescence in situ Hybridization (DBD - FISH)” testi,
akridin oranj testi, toludin mavisi testi, TUNEL yontemi, “in situ Nick Translation
(ISNT)” yontemi, halosperm testi, “Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)”,
“Sperm Chromatin Dispersion (SCDt)” testi kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2013).
Tim bu yontemlerin sperm DNA’sinin durumu hakkinda bilgiler vermesine karsin;
DNA hasarmin dollenme iizerine olan etkisi yumurta hiicresindeki DNA tamir
enzimlerinin erken evre embriyoda devreye girmesiyle daha da karisik hale

gelmektedir (Gonzales — Marin ve ark., 2012).

1.4.1. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

Floresan problarin uygulandigi doku ve hiicre orneklerinde translokasyon,
inversiyon, delesyon ve diger yapisal ve sayisal kromozom anomalileri gibi 6zgiin
DNA veya RNA dizilerinin belirlenmesi i¢in kullanilan bir¢ok teknikten biridir. Hem

boliinen hem de bdliinmeyen hiicrelere uygulanabilir (Wagner ve ark., 2003).

FISH yonteminde niikleik asit dizileri kendi hiicresel ortamlarinda farkli
renklerde isaretli problar kullanilarak goriintiilenebilir. Bu sayede hiicrdeki hedef
niikleik asit dizisi belirlenir (Emanuel, 1993). Prob, belirlenmek istenen niikleik asit
dizisine eslenik olan ve tanimlayict amagla segilen tek iplikli 6zgiin niikleik asit
dizileridir (Bishop, 2010). DNA’nin ii¢ boyutlu yapisi bozulmaksizin interfaz
niikleusunda ve metafaz kromozomlarmda DNA dizilerinin yerinin saptanmasi,
kullanilan probun uzunluguna ve yapisina bagl olarak belli bir tiiriin tiim genomunu,
p terminalden q terminale dek kromozomlari, kromozomlardaki tekrarlayan bolgeleri
ya da tek kopya dizileri belirlenebilir. FISH y6ntemi, kromozom haritalanmasinda,
kromozomlarin ve genomun yapi, islev ve evriminin arastirilmasinda,
kromozomlarin yapilarinin ve kromozomal hatalarinin incelenmesinde, gen
ifadesinin arastirtlmasinda, cinsiyet belirlenmesinde, dokulardaki bakteri ve
virislerin  tanimlanmasinda, onkogenlerin ve transformasyon dizilerine ait

konumlarin belirlenmesinde kullanilabilir. Giiniimiizde isaretleme molekiilleri ile
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floresan maddelerin satisa sunulmus olmasi, yontemin kolay ve giivenilir olarak
uygulanabilmesi, floresan mikroskoplarin gelismesi, FISH tekniginin biyolojide

yaygin olarak kullanilmasina temel olmustur (Trask, 1991).

ACM - FISH (Alpha Centromere Multicolor - FISH), Arm - FISH
(Chromosome Arm - FISH), CAT - FISH (Cellular Compartment Analyses of
Temporal Activity by FISH), CO - FISH (Chromosome Orientation - FISH), CARD
- FISH (Catalyzed Reporter Deposition - FISH), CB - FISH (Cytochalasin B - FISH),
COBRA - FISH (Combined Binary Ratio - FISH), COD - FISH (Chromosome
Orientation and Direction - FISH), COMET - FISH, D - FISH (Detection of
Translocation - FISH), COMBO - FISH (Combinatorial Oligonucleotide - FISH),
cryo - FISH, DBD - FISH (DNA Breakage Detection - FISH), Halo - FISH, Flow -
FISH, e - FISH gibi bir¢ok modifiye sekli bulunmaktadir (Volpi ve Bridger, 2008)

1.4.2. FISH Yonteminde Kullanilan Problar

FISH yonteminde prob se¢imi son derece Onemlidir. Segilen prob
belirlenmek istenen kromozomal bolge veya DNA dizisine 6zgii olmak zorundadir.
Problar, hedef DNA veya RNA molekiiliine kars1 tamamlayict 6zellikteki floresan
kimyasallarla isaretlenmis birer niikleik asit dizileridir. Gliniimiizde florokromlarla
dogrudan isaretli problar kullanilmaktadir. Bu problar pratik ve ticari olarak satildigi
i¢in sik tercih edilmektedir. Ozellikle hematolojik malign hastaliklarin teshisinde
kullanilan ¢ok sayida sentromere 6zgii, lokusa 6zgii ve translokasyon durumuna 6zgii
prob mevcuttur. Ayrica, tim kromozomlara 6zgii, telomer ve o- satellit bolgelere
isaretleyebilen problarda vardir. Giiniimiizde kullanim sekilleri ve 6zelliklerine gore
hazirlanmis ticari olarak satilan tek ve/veya ¢ift renkli, ii¢ ve/veya bes farkli renkli
isaretli prob setleri vardir (Durak, 2005 ve Durak, 2006).

FISH tekniginin uygulamasinda en 6nemli ve ilk basamak prob se¢imidir.
Kullanilacak probun incelenecek materyale, degerlendirilecek anomali tipine ve
bolgesine uygun olmasi1 gerekir. Probun hangi yontemle isaretlendigi, uzunlugu,

RNA veya DNA kaynakli olmasi, tek veya cift sarmalli olmas1 6zgiin olmayan
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sinyalleri arttirabilir. FISH tekniginde sitogenetik alanda kullanilan baslica problar;
tekrarlayan dizi problari (satellit problar), lokusa 6zgili problar, tim kromozoma
0zgiin problar, banda 6zgli problar ve telomer bolgesine 6zgii problardir (Artan,

19964).

Kromozoma 6zgiin DNA problar1 1990’larda sperm hiicrelerinde kromozom
anoOploidilerinin  belirlenebilmesi igin gelistirilmistir. Spermlerdeki fonksiyon
bozukluklar1 FISH yontemiyle belirlenememektedir. Sperm FISH ejakulat icerisin
genellikle X, Y, 13, 18 ve 21 kromozomlarinin; kromozomal aberasyon frekansinin
belirlenmesinde kullanilir. Bu kromozomlar cinsiyet kromozomlar1 andploidilerinin
belirlenmesinde Klinefelter Sendromu, Turner Sendromu) ya da Patu Sendromu,
Edward Sendromu, Down Sendromu (Trizomi 21) gibi durumlarin belirlenmesinde

kullanilir (Ramasamy ve ark., 2014).

1.4.2. FISH Yonteminin Asamalari

FISH yonteminnin prosediirii 6 agamada ger¢eklestirilir;

Preparatlarin hazirlanmasi
Preparatlarin 6n yikamasi
Prob ve hedef DNA denatiirasyonu
Prob ve hedef DNA hibridizasyonu

Hibridizasyon sonras1 yikamalar

© g ~ w D E

Gortuintiilleme ve inceleme

Molekiiler hibridizasyona dayali yoOntemlerin ana mekanizmas1 iki
komplementer daldan ¢ift sarmal yapinin olusmasidir. DNA - DNA
hibridizasyonunda prob ve hedef DNA’nin denatiirasyonunu takiben olusan DNA
fragment karisimi, tek dal halindeki fragmentlerin tekrar birlesmesini saglayacak

kosullarda gergeklestirilir. Bu kosullarda etkili olan dort parametreler; 1s1, pH,
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monovalent katyon konsantrasyonu ve organik solvent varligidir. Hibridizasyonda ti¢

temel asama 6nemlidir. Bu asamalar:

1. Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gegirgenliklerini korumalari,
2. Probla hedefin yiiksek etkinlikle birbirlerine baglanmasi,
3. Hibridizasyonun 6zgiin aktivitesi yiiksek bir reporter ile en az zemin

sinyali olacak bi¢cimde en parlak sekilde goriintiilenmesidir.

FISH sonras1 problarin baglanmasi sonucu elde edilecek sinyaller floresan
mikroskop altinda uygun filtreler kullanilarak goriintiilenir. Dogru prob setleri ve

uygun filtrelerin se¢ilmesi son derece 6nemlidir (Artan, 1996b).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan Gerecler

Floresan Mikroskop (DAPI, AQUA, G/R filtre, kamera, bilgisayar ve kamera

yazilimi donanimi)

Buzdolab1

Cam saleler

Derin Dondurucu (-20 °C)
Diiz yiizeyli 1sitict

Ependorf tiipler (0,5 - 1,5 mL)
Falkon tipler (15 mL - 50 mL)
Hassas terazi

Isik mikroskobu

Otomatik pipet uglar1 (5 - 10 - 100 - 1000 uL)
Otomatik pipetler

pH ol¢iim cihaz1

Saklama siseleri

Santrifiyj

S1v1 azot tanki

Steril pastor pipetleri

Su banyosu

Termometre
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2.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Potasyum kloriir

Sodyum kloriir

Sodyum sitrat

% 70, % 85 ve % 100 etanol ¢ozeltileri

Rubber Cement

Tween®20

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) - Antifade siispansiyon (0.125 mg/mL)
Phosphate-buffered saline (PBS) tablet

2.1.3. Kullanilan Problar

Kromozom X sayim probu [DXZ1 (p11.1 - q11.1) Spektrum Green]
Kromozom Y sayim probu [DYZ3 (p11.1 - q11.1) Spektrum Orange]
Kromozom 18 sayim probu [D18Z1 (p11.1 - q11.1) Spektrum Aqua]

2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Bolgesi ve Numune Alimi

Bu doktora tez calismasinda 2008 yilinda Ulusal Bor Arastirma Enstitiisii
(BOREN) tarafindan desteklenerek yiiriitiilmiis olan proje ile toplanmis meni
numuneleri kullamlmistir. Bahsedilen proje iilkemizde Eti Maden Isletmeleri Genel
Miidiirligii’na bagl olan Bandirma Bor ve Borik Asit Fabrikalari’nda yiirtitilmiistiir.
Bandirma ilgesi bor madeninin ¢ikartildigi bolgeye uzak olmasina ragmen borik asit
ve sodyum boratlarin iiretiminin ve ihracatinin yapildig1 yerdir. Calismada yer alan
maruziyet grubu borik asit tiretiminde ¢alisan isgilerden olusurken; kontrol grubu ise
ayni isletme igerisinde faaliyet goOsteren fakat iiretim tesislerinde calismayan
(dolayisiyla da mesleki olarak bora maruz kalmayan) is¢ilerinden segilmistir. 2008

yilindaki ¢alismaya, bor iriinleri liretiminde gorev alan 102 goniillii is¢i ve iiretim
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tesislerinde ¢alismayan 102 goniillii is¢i katilmistir. Goniillillerden idrar, kan ve meni
ornekleri alinmistir. Bu Orneklerde bulunan bor miktarlart ve isyeri ortaminda
solunum yolu, yiyecek ve icegekler yoluyla maruz kalinan bor diizeyleri giinliik bor
alim miktar1 olarak hesaplanmistir. Bu c¢alismada meni 6rnekleri goniillillerden
Diinya Saglik Orgiitii (2003) kriterlerine uygun olarak almmistir. Orneklerin sperm
konsantrasyonu ve canlilik parametreleri bilgisayar destekli sperm analiz cihazinda
(SQA-V Gold Sperm Quality Analyzer, USA) olgiilmiistiir. Sonrasinda Kriyojenik
cubuklar igerisine alinarak sivi azot tankina kaldirilmistir. Bu tez ¢alismasinda 2008
yilindaki ¢alismadan geriye kalan (artan) toplam 163 adet goniilliiye ait meni drnegi

kullanilmastir.

2.2.1.1. Maruziyet Gruplarmn Yeniden Belirlenmesi

2008 yilinda Bandirma’da yapilmis olan calismada alinmis olan meni
numunelerinden, maruziyet grubu (borik asit fabrikasinda g¢alisan) isgilerine ait 86
numune ve kontrol grubu (bor iiretim tesislerinde ¢alismayan) iscilerine ait 77
numuneden olusan toplam 163 adet numunenin bu tez ¢alismasinda kullanilabilir
durumda oldugu goriilmiistlir. Yapmis oldugumuz bu tez ¢alismasinda kullanilabilir
durumda olan 163 meni numunesinde Y:X kromozom oranlar1 tespit edilmistir. Daha
sonra tespit edilmis olan Y:X oranlarmin kontrol ve maruz kalan gruplar arasinda
farkli olup olmadiklar1 incelenmistir. Bu tez c¢alismasinda meni numuneleri
kullanilmig olan goniillilerin sahip olduklart erkek:kiz ¢ocuk sayilarminda (Cizelge
2.1) kontrol ve maruziyet grubu arasinda farklilik gosterip gostermedikleri

arastirilmastir.

Cizelge 2.1. Meni 6rnekleri degerlendirilen kisilerin ¢ocuklarinin cinsiyet dagilima.

Toplam c¢ocuk sayisi Erkek Kiz
Kontrol grubu (n=77) 136 66 70
Maruziyet grubu 150 81 69

(n= 86)
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2008 yilindaki ¢alismada isgilerin kan bor konsantrasyonlarina gore yeniden
olusturulmus olan gruplar (Duydu ve ark., 2011; Duydu ve ark., 2012) (Cizelge 2.2)

ile Y:X kromozom oranlar1 arasinda fark olup olmadiklar1 da incelenmistir.

Cizelge 2.2. Kontrol ve is¢i gruplarinin kan bor miktarlarina gére yeniden gruplandirilmasi.

Maruziyet gruplari Kan bor miktari Gruptaki kisi sayisi (n)
Kontrol 48.5 ng Bor/g kan’a kadar 35
Diisiik seviyeli maruziyet 48.5-100 ng Bor/g kan 58
Orta dereceli maruziyet 100-150 ng Bor/g kan 37
Yiiksek seviyeli maruziyet 150 ng Bor/g kan’a kadar 33

2.2.2. Sitogenetik Analiz

2.2.2.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Sperm numuneleri sivi azottan ¢ikarildiktan sonra PBS ¢6zeltisine alinarak 5
dak. 500x g’de santrifiij edildi. Ust faz atildiktan sonra alt fazda kalan yikanmis

sperm hiicreleri FISH prosediirii i¢in hazir hale getirildi.

2.2.2.2. FISH Tekniginin Uygulanmasi

FISH tekniginde Robbins ve ark. (1995) tarafindan yapilmis olan ¢alismanin
protokolii uygulanmistir. Kromozomu X isaretlemek i¢in DXZ1 (p1l1.1 - ql1.1)
Spektrum Green, kromozom Y ig¢in DYZ3 (pl11.1 - gl11.1) Spektrum Orange ve
kromozom 18 i¢in D18Z1 (p11.1 - q11.1) Spektrum Aqua sayim probu kullanildi.
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DXZ1

(L NRTDN N

Sekil 2.1. Calismada kullanilan problarin kromozomlardaki hedef bolgeleri
(http://www.cytocell.com).

2.2.2.2.1. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

KCl Cozeltisi, 0,075 M, 1000 mL

5.58 g KClI tartild: distile suda ¢6ziildii ve 1000 mL’ye tamamlanarak 0,075
M’lik hipotonik ¢ozeltisi hazirlandi.

Carnoys Fiksatif Cozeltisi, 120 mL

3:1 hacim oraninda metanol ve asetik asit karistirilarak hazirlandi. Meziir ile
90 mL metanol ve 30 mL asetik asit dl¢iildii. Cam sale igerisinde karigtirilarak -20

°C’ye kaldirildi. Kullanilma esnasinda beklemelerde -20 °C’de saklandi. Her

seferinde taze olarak hazirland.

2xSSC (Saline Sodium Citrate) Cozeltisi, pH 7.4, 100 mL

8,77g NaCl ve 3,879 CsHsNazO7 (trisodyum sitrat) tartildi 500 mL distile
suda ¢6ziildii. pH metre ile pH 7.4 olarak kontrol edildi.
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0.4 x SSC Cozeltisi, 100 mL

2xSSC ¢ozeltisinden 20 mL alind1 ve 80 mL distile su ile cam sale i¢erisinde

karistirilarak hazirlandi.

2 X SSC + Tween 20 Cozeltisi, 100 mL

2xSSC ¢ozeltisinden 100 mL meziir ile dlgiildii. Cam sale igerisine dokiilerek

icerisine 2 damla Tween®20 ¢ozeltisi damlatildi.

%070 Etanol, 100 mL

%100 Etanol ¢ozeltisinden 70 mL alind1 ve meziirde distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

%085 Etanol, 100 mL

%100 Etanol ¢ozeltisinden 85 mL alind1 ve meziirde distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

90100 Etanol, 100 mL

%100 Etanol c¢ozeltisi mezirde 100 mL olarak ol¢iildii ve dogrudan

kullanildi.

2.2.2.2.2. Preparatlarm On Yikamasi

Sivi azot tankinda kilcal igerisine alinmis olarak muhafaza edilen meni
numuneleri ¢ikartildi. Kilcallar 15 mL falkon tiip cerisine ters yerlestirildi ve 30 dk
bekletilerek oda sicakligina gelmeleri saglandi. Meni Orneklerinin tiip igerisine

tamamen akabilmesi i¢in 500x g’de 10 sn santrifiij yapildi. Daha sonra numuneler 1
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gin +4 °C’ de bekletildi. Bekleme siiresi sonunda sperm hiicreleri ¢ikartilarak

vorteks karistiricida homojenize edildi.

Sekil 2.2. Azottan ¢ikarilan sperm numunesi. Sekil 2.3. Yikama ve santrifiij sonrasi hiicreler.

Tiiplerin tizerine su banyosunda 37 °C’ye getirlen 0,0075 M hipotonik KCI
¢ozeltisinden damla damla damlatilarak hacim 10 mL’ye tamamlandi ve agizlari
parafilmle sarilarak 37 °C’de su banyosunda sperm hiicrelerinin sismesi i¢in 1 saat
bekletildi. Bekleme siiresi sonunda numuneler 500x g’de 5 dk santrifiij yapildi. Alt
faz 0,5 mL kalincaya kadar iist faz ¢ekilerek atildi. Kalan kisim vorteks karistiricida
homojenize edildi. -20 °C’den ¢ikartilan Carnoys c¢ozeltisinden herbir numune
lizerine yavas yavas 6 damla ilave edildi 1 dk beklendikten sonra 5 mL’ye
tamamlandi ve 500x g’de 10 dk santrifiij yapildi. Alt faz 0,5 mL kalacak sekilde tist
faz cekilerek ve atildi. Carnoys ¢ozeltisi 5 mL olacak sekilde tekrar damla damla
ilave edildi. Bu 6n yikama islemi 3 sefer tekrar edildi. 3. Santrifiij sonunda alt faz 1
mL’deki sperm sayisina gére son hacim 20 - 100 pL olacak sekilde iist faz ¢ekilerek
atildi. Boylece sperm hiicreleri lam {izerine yayilacak hale (fiksasyon) getirilmis

oldu.

Numunelerin yayildigi lamlar fabrika tiretimi esnasinda camlar tizerindeki kir

kalintilarinin temizlenmesi igin sale igerisine dizilerek once distile su ile daha sonra

35



etil alkol ile yikandi ve oda sicakliginda kurutuldu. Soguk lam fiizerinde hiicreler

daha iyi yayildigi igin sale ile -20 °C’ye kaldirild1.

Sekil 2.4. -20 °C’de bekletilen lamlar.

Fiksasyon i¢in hazir hale getirilen sperm hiicreleri homojenize edildikten
sonra soguk lamlar tizerine 2 - 3 cm ylikseklikten 10 pL numune olacak sekilde
damlatildi. Oda sicakliginda yaklasik 10 dk kurumaya birakildi. Preperata 1sik
mikroskobunda bakilarak hiicrelerin st iiste gelmemis olmasina ve ortamin kirli

olmamasina dikkat edildi.

Lamlar kuruduktan sonra saleye dizilerek sirasiyla 2 X SSC igerisinde 3 dk; %
70 etanol igerisinde 3 dk; % 85 etanol igerisinde 3 dk ve son olarak % 100 etanol
icerisinde 3 dk bekletildi. Oda sicakliginda 10 dk kurumaya birakilarak fiksasyon

islemi sona ermis oldu ve isaretleyici prob uygulamasina gecildi.
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Sekil 2.5. Hiicre yayilmig lamlar. Sekil 2.6. 2xSSC ve %70, %85, %100°liik alkol serisi.

2.2.2.2.2. Denatiirasyon

Bu asamadan sonra deney karanlik ortamda yiiriitiildii. Once isaretleyici prob
-20 °C’den c¢ikartilarak oda sicakligina gelmesi saglandi. Daha sonra lamlara
yayilmig numuneler ve problarin ayni sicaklikta olmalart i¢in 37 °C’de inkiibatorde
10 dk bekletildi.

Sekil 2.7. Kromozom X,Y,18 sayim probu. Sekil 2.8. Prob, fiksasyonu tamamlanmig lamlar ve
lameler inkiibatorde 37 °C’ye getirildi.
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Bekleme siiresi sonunda ¢ikartilan isaretleyici prob karigimi 6énce 30 sn kadar
santrifiijlendi ardindan iyice vortekslenerek homojen hale gelmesi saglandi. Her bir
numunenin lizerine 10 pL prob karisimi damlatildi ve lamlarin iizeri lamel ile
kapatildi. Lamlardaki hava kabarciklari {izerine bastirma ve kenarlara itilme suretiyle
giderildi. Hemen sonrasinda lamellerin etrafi rubber cement yapistirici ile hava

almamasi i¢in ¢ergevelenerek kapatildi.

[

Sekil 2.9. Prob yavas devirde santrifiijlendi.

K /

Sekil 2.10. Rubber cement kaplama. Sekil 2.11. Hibridizasyona hazir lam.
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Denatiirasyon islemi i¢in hazir hale getirilen lamlar 80 °C’ye ayarlanmig
sicak yiizeyli 1sitic1 lizerine dizildi ve 5 dk bekletildi. Hassas olan bu islemde

denatiirasyon siiresine azami dikkat gdsterildi.

2.2.2.2.3. Hibridizasyon

Denatiirasyon siiresi tamamlandiktan sonra lamlar 151k gecirmeyen kapakli bir
kutuya koyuldu. Kutunun zeminine ortamin nemli olmasi i¢in 1slak pecete koyuldu.

Sonrasinda 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakildi.

i

Sekil 2.12. Hibridizasyon agamasi 1sitic1 yiizey.  Sekil 2.13. Hibridizasyon esnasinda 1siticinin iizeri
kapatilarak karanlik ortam saglandi.
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Sekil 2.14. Nemli ve karanlik ortam. Sekil 2.15. 37 °C de 18 saat inkiibasyon.

2.2.2.2.4. Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

Hibridizasyon stiresi dolduktan sonra lamlar karanlik ortamda kutulardan
cikartildi. Rubber cementler yavasca kopartildi. Lameller hafifce yerlerinden
kaydirilarak uzaklastirildi. Bu asamadaki amag¢ baglanmayan isaretleyici problarin
yiksek sicaklik ve deterjan olarak kullanilan Tween®20 yardimiyla

uzaklagtirilmasinin saglanmasidir.

Preperatlar 67 °C’ye ayarlanmis su banyosundaki 0,4 x SSC ¢ozeltisi
icerisinde 30 sn siireyle ve bu siireyi kesinlikle gegmeyecek kadar bekletildi.
Cozeltinin igerisindeki sicaklik termometre ile kontrol edilerek 67 °C olmasina azami
dikkat gosterildi. Yiiksek sicaklik sperm hiicrelerinde DNA ile baglanan problarin
kopmasina ve sinyal kaybina neden olurken diisiik sicaklik preperatin kirli kalmasina
neden oludugundan dolayr bu ¢alismada sicaklik ve bekleme siiresi 67 °C’de 30 sn
olarak optimize edildi. Hemen sonrasinda 2 X SSC + Tween®20 karisimina 30 sn
bekletildi ve bu siire sonunda 4 - 5 kez batirihip ¢ikarilarak kurutma kagidi tizerinde
dikey olacak sekilde dizildi. Uzerlerindeki kopiiklerin kurumasi igin 10 dk kadar
beklendi.
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Sekil 2.16. Tween®20 ile kopiirtillen 2xSSC.  Sekil 2.17. 67 °C’ye getirilen 0.4xSSC ¢ozeltisi.

-20 °C’den ¢ikartilarak oda sicakligina getirilmis olan DAPI- Antifade (0,125
mg/mL) siispansiyonundan 15 pL her bir lam {izerine damlatildi. Lameller hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatildi. Lamlar, dik bir sekilde 1s1k almayan kutulara
yerlestirilerek 15 dk bekletildi.

Sekil 2.18. DAPI- Antifade siispansiyon (4',6-diamidino-2-fenilindol).
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2.2.2.2.5. Hibridize Olan Kromozomlarin Goriintiillenmesi ve Degerlendirme

Siire bitiminde mikroskop ile analize baslandi. Sayimlar DAPI, G/R ve
AQUA filtreli floresan mikroskop altinda gerceklestirildi. Herbir preperat igin
toplam 5000 hiicre sayildi. 5000 hiicre sayisina ulasilamayan preperatlarda istenilen

hiicre sayisina ulagilabilmek igin kalan numunelerden tekrar yayma islemi yapilarak

FISH yontemi uygulandi.

Sekil 2.19. Floresan mikroskop. Sekil 2.20. 100°likk immersiyon yagli objektif.
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Sekil 2.21. FISH goriintiisiinde kirmizi sinyal: Kromozom Y, yesil sinyal: kromozom X, aqua sinyal:
kromozom 18 (kontrol) ve DAPI (mavi) ile boyali hiicre ¢ekirdekleri goriilmektedir.

Sekil 2.22. Degerlendirme dis1 birakilan hiicreler sar1 halka ile ¢evrilmistir. 1- yesil ve aqua sinyal var
fakat hiicre ¢ekirdegi belli degil. DAPI yok, 2- Sadece kirmizi sinyal var. Kromozom 18
(kontrol) sinyali yok, 3- Hiicre ¢ekirdekleri DAPI ile boyanmig fakat kromozom sinyalleri

yok, 4-Boslukta bir adet aqua sinyal goriillmektedir. Bir hiicreye ait olabilecegi gibi sinyal
kalintis1 da (kirlilik) olabilir.
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Sekil 2.23. Sar1 halka ile cevrili alanda kromozom Y, X ve 2 adet kromozom 18’e sahip lenfosit
hiicresi (2n= 46) goriilmektedir. Lenfositler meni sivisinda bulunabilir. Enfeksiyon
durumlarinin  haricinde meni igerisindeki lenfosit varliginin nedeni kesin olarak
bilinmemektedir.

2.2.3. istatiksel Analiz

Kontrol grubu ile yiiksek diizeyde bora maruz kalan goniilliillerden alinan
sperm Orneklerindeki Y:X kromozomlarinin orani arasinda anlamli bir fark olup
olmadiginin degerlendirilmesinde Ki-kare testi (y? test) uygulandi. Deneklerin kan
bor konsantrasyonlari, idrar bor konsantrasyonlari, meni bor konsatrasyonlari ve
giinliik bor alim miktarlart ile meni numunelerindeki Y:X orani arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir korelasyonun olup olmadiginin gosterilmesinde “Pearson
Correlation” ve “Spearman’s Rank Correlation” testleri uygulandi. Testler “SPSS
Statistics Version 23” programi kullanilarak yapildi. p< 0,05 istatiksel anlamli deger
olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Yontem ve Degerlendirmeye iliskin Bulgular

Cizelge 3.1.

& Kontrol Grubu Ornek Numarasi (K)
o
w

K073
K004
K005
K006
K009
K010
K011
K012
K013
K015
K016
K017
K018
K030
K032
K038

Giinliik Bor alim miktar1 (mgB/giin)

0,20
0,20
3,79
3,79
3,79
3,79
3,79
3,79
3,79
3,79
3,79
3,79
3,79
3,79
3,79
3,79
3,79

Kontrol grubuna (n=77) ait giinliik bor alim miktar1 (mgB/giin), idrar bor/kreatinin orant
(mgB/g), kan bor konsantrasyonu (B, ng/g), meni bor konsantrasyonu (B, ng/g), is
yerinde galigma siiresi (y1l), yas, 1 mL meni sivisindaki sperm konsantrasyonu (x10°%), Y
kromozomu sayisi, X kromozomu sayisi, toplam sayilan hiicre sayisi (Y+X), Y:X
kromozom orani, sayilan toplam hiicrede Y kromozomu oran1 (%Y).

Idrar Bor/Kreatinin (mgB/g)

W~
=N
o

[y
©
w

3,15
1,42
3,60
1,13
7,98
1,08
0,78
3,08
6,45
5,81
9,44
2,17
4,11
3,34

Kan Bor Kons. (B, ng/g)

ol e
o ©

30,3
34,6
0,0

79,1
23,7
82,6
36,4
0,0

95,3
59,0
61,6
65,5
36,3
48,9
23,2

Meni Bor Kons. (B, ng/g)

[$))
N

158

90
117
970
1107
7870
1839

774
2524
1826
2347
2290
2498
67

8 B Cahlsma siiresi (y1)

PN N DN RPN DN RPN NN DN DN NN
© N b O © W Rk, O P W o N P P DN

& 1 mL menide sperm kons. (x10°)
N

w
w
©

60,7
122,6
47,8
15,7
137,2
10,2
91,9
90,1
72,8
120,2
89,2
71,2
118,9
63,7
44,6

Y Kromozomu sayisi

2556
2575
915

2528
194

2519
2570
2513
2539
2500
2506
2530
2577
2529
2531
2563
2509

X Kromozomu sayisi

N
34
N
o

2556
968

2546
206

2563
2590
2574
2542
2571
2522
2517
2529
2509
2528
2611
2501

X
>

5101
5131
1883
5074
400

5082
5160
5087
5081
5071
5028
5047
5106
5038
5059
5174
5010

>
1,004
1,007
0,945
0,992
0,942
0,983
0,992
0,976
0,999
0,972
0,994
1,005
1,019
1,008
1,001
0,982
1,003

%Y

50,11
50,19
48,59
49,82
48,50
49,57
49,81
49,40
49,97
49,30
49,84
50,13
50,47
50,20
50,03
49,54
50,08
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Cizelge 3.1. (Devam) Kontrol grubuna (n= 77) ait ginliik bor alim miktar1 (mgB/giin), idrar
bor/kreatinin oram1 (mgB/g), kan bor Kkonsantrasyonu (B, ng/g), meni bor
konsantrasyonu (B, ng/g), is yerinde ¢alisma siiresi (y1l), yas, 1 mL meni sivisindaki
sperm konsantrasyonu (x10°), Y kromozomu sayisi, X kromozomu sayisi, toplam
sayilan hiicre sayist (Y+X), Y:X kromozom orani, sayilan toplam hiicrede Y
kromozomu orani1 (%Y).

K039 3,79 1,83 22,9 66 22 45 88,5 2503 2545 5048 0,983 49,58

K053 3,79 1,65 27,4 0 20 46 1106 500 586 1086 0,853 46,04
K054 3,79 1,72 28,5 216 20 44 747 2512 2532 5044 0,992 49,80
K063 3,79 0,87 0,0 - 21 43 189 160 183 343 0,874 46,65

K067 3,79 5,56 44,5 191 21 43 745 2670 2682 5352 0,996 49,89
K074 3,79 1,76 0,0 54 20 46 1154 2551 2562 5113 0,996 49,89
K076 3,79 3,80 28,9 109 23 45 8,5 2503 2507 5010 0,998 49,96
K001 6,16 2,65 50,2 0 14 43 1298 2555 2561 5116 0,998 49,94
K002 7,54 8,89 73,2 111 19 41 1725 2571 2554 5125 1,007 50,17
K008 7,34 6,08 56,9 1331 22 44 18,6 2573 2625 5198 0,980 49,50
K020 6,16 2,93 90,1 5706 10 48 5,2 543 547 1090 0,992 49,82
K021 7,34 852 57,9 4020 7 35 1442 2713 2700 5413 1,004 50,12
K022 852 3,77 99,9 1979 20 42 845 2686 2675 5361 1,004 50,10
K023 7,34 299 80,3 2964 21 42 103,7 2557 2519 5076 1,015 50,37
K024 6,16 3,29 26,2 6838 20 44 60,9 2543 2558 5101 0,994 49,85
K025 6,16 2,50 22,0 2572 215 46 52 2529 2587 5116 0,978 4943
K026 4,97 5,16 72,4 2656 22 44 99,8 2539 2509 5048 1,011 50,30
K027 6,16 4,59 61,5 3089 21 45 63 2524 2510 5034 1,006 50,14
K028 7,34 1405 1732 6192 23 53 123,4 2517 2542 5059 0,990 49,75
K031 6,36 1354 877 4230 21 43 138 2689 2741 5430 0,981 49,52
K034 6,16 9,65 1025 3980 21 42 427 2510 2545 5055 0,986 49,65
K035 7,48 471 95,7 251 19 42 68 2506 2520 5026 0,994 49,86
K036 7,34 4,65 1239 189 16 45 235 2511 2680 5191 0,937 48,37
K037 6,36 8,63 73,8 391 21 43 1169 2501 2659 5160 0,941 48,47
K041 6,16 12,67 1282 445 8 33 13,8 432 436 868 0,991 49,77
K042 6,30 5,33 49,2 173 15 42 245 2641 2611 5252 1,011 50,29
K044 6,16 1,67 18,6 77 22 47 89,8 2538 2517 5055 1,008 50,21
K046 6,16 5,55 63,6 249 21 45 103,4 2562 2616 5178 0,979 49,48
K047 852 573 93,2 495 21 39 69 2543 2510 5053 1,013 50,33
K048 4,97 4,16 53,6 223 21 39 1439 2621 2533 5154 1,035 50,85
K049 852 4,41 94,5 129 1,5 35 49,6 401 424 825 0,946 48,61
K050 7,48 3,05 79,7 296 21 44 67 2540 2507 5047 1,013 50,33
K051 7,34 7,12 109,1 415 1,5 36 39,7 2509 2551 5060 0,983 49,59
K052 852 3,86 65,5 513 20 44 484 2606 2581 5187 1,010 50,24
K058 6,16 3,85 18,1 831 21 44 32,8 2516 2552 5068 0,986 49,64
K059 6,16 4,32 315 112 18 38 93,7 2570 2524 5094 1,018 50,45
K060 7,34 9,74 110,1 - 23 46 23,9 2505 2521 5026 0,994 49,84
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Cizelge 3.1. (Devam) Kontrol grubuna (n= 77) ait ginliik bor alim miktar1 (mgB/giin), idrar

bor/kreatinin orant (mgB/g), kan bor konsantrasyonu (B, ng/g), meni bor
konsantrasyonu (B, ng/g), is yerinde ¢alisma stiresi (yil), yas, | mL meni sivisindaki
sperm konsantrasyonu (x106), Y kromozomu sayisi, X kromozomu sayisi, toplam
sayilan hiicre sayist (Y+X), Y:X kromozom orani, sayilan toplam hiicrede Y
kromozomu orani1 (%Y).

K061 6,16 853 1217 O 21 46 1229 773 794 1567 0,974 49,33
K062 852 3,12 856 264 23 46 40,3 2535 2592 5127 0,978 49,44
K064 517 7,63 79,7 158 19 42 416 2516 2551 5067 0,986 49,65
K065 511 8,06 1257 441 20 44 276 2618 2648 5266 0,989 49,72
K066 6,30 538 39,1 526 23 45 90,1 2509 2547 5056 0,985 49,62
K069 517 4,18 485 99 25 48 20,5 2585 2568 5153 1,007 50,17
K070 497 2,49 584 333 22 47 86,7 2628 2591 5219 1,014 50,35
K071 6,30 1,58 20,9 2050 23 46 47,8 2545 2559 5104 0,995 49,86
K072 6,36 449 32,1 252 10 43 80,4 2538 2564 5102 0,990 49,75
K075 8,52 571 2520 439 21 44 115 2518 2532 5050 0,994 49,86
K077 497 956 786 321 22 44 41,3 2576 2570 5146 1,002 50,06
K078 6,36 5,32 99,9 = 23 46 68,6 2559 2530 5089 1,011 50,28
K079 734 426 719 215 23 46 37,1 2563 2542 5105 1,008 50,21
K080 6,16 347 542 0 10 32 - 2603 2646 5249 0,984 49,59
K081 8,66 11,42 140,9 557 20 46 1174 2473 2259 4732 1,095 52,26
K082 754 352 364 235 19 42 749 2508 2581 5089 0,972 49,28
K084 6,36 6,10 556 154 3 35 44,3 2503 2529 5032 0,990 49,74
K085 3,79 1,86 19,7 329 2 43 96,1 2666 2615 5281 1,020 50,48
K087 7,34 12,41 1574 531 20 41 6,3 2551 2576 5127 0,990 49,76
K099 8,66 6,07 76,6 362 4 23 - 2508 2523 5031 0,994 49,85
K100 511 6,37 525 143 0,17 33 150,5 2550 2604 5154 0,979 49,48
K101 6,16 6,57 53,9 126 3 33 432 2597 2506 5103 1,036 50,89
K102 6,16 1,27 418 234 2 26 31,8 2511 2507 5018 1,002 50,04
Ort. 566 501 6356 1127,78 18,02 42,86 68,08 2338,14 2348,36 4686,51 0,99 49,77
St.Sap. 1,84 3,13 43,89 171397 6,58 506 41,37 64022 63555 127479 0,03 0,79
Min 0,20 0,78 0,00 0,00 0,17 23,00 520 160,00 183,00 343,00 0,85 46,04
Mak 8,66 14,05 252,00 7870,00 26,00 53,00 172,50 2713,00 2741,00 5430,00 1,10 52,26
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Cizelge 3.2.

% Maruziyet Grubu Ornek Numarasi (M)
S
o

Mo001
MO003
MO004
MO005
MO006
MO007
MO008
MO010
MO011
M012
M013
MO014
MO015
MO016
Mo017
MO018
MO019
Mo021
M022
MO023
MO024
MO026
Mo027
M028
MO029

Bor maruziyet grubuna (n= 86) ait giinliik bor alim miktar1 (mgB/giin), idrar bor/kreatinin

orani (mgB/g), kan bor konsantrasyonu (B, ng/g), meni bor konsantrasyonu (B, ng/g), is
yerinde galigma siiresi (y1l), yas, | mL meni sivisindaki sperm konsantrasyonu (x10%), Y
kromozomu sayisi, X kromozomu sayisi, toplam sayilan hiicre sayist (Y+X), Y:X
kromozom orani, sayilan toplam hiicrede Y kromozomu oran1 (%Y).

Giinliik Bor alim miktar1 (mgB/giin)

Idrar Bor/Kreatinin (mgB/g)

1550 7,25
6,86 3,14
6,20 2,54
- 8,27
2,85 4,01
6,89 6,94
5,63 4,58
5,45 6,89
6,00 2,38
20,60 13,69
19,99 537
17,87 8,75
1428 7,18
21,84 4,83
20,88 6,45
29,24 13,89
1351 9,34
10,57 5,72
16,10 8,62
14,25 10,92
13,36 10,63
1421 6,91
9,56 8,30
14,13 11,12
35,62 1045
15,48 6,88

Kan Bor Kons. (B, ng/g)

Meni Bor Kons. (B, ng/g)

= Calisma siiresi (y1l)

N

1 mL menide sperm kons. (x10°)

©
»
~

166,3
36,7
334
16,8
29,3
224,2
15,3
77
24,8
38,3
60,1
315
53,2
63

150,8
51,7
39,8
40,3
67,4
53,2
64,3
38,2
31,7
29,1

Y Kromozomu sayisi

2505
2504
333
2507
550
200
2532
2518
2501
514
2519
2503
2557
2530
2502
92
2569
2550
2510
2530
2570
2534
2532
2577
2505
2592

X Kromozomu sayisi

N
[(8)]
w
w

2549
345

2527
562

224

2564
2539
2580
526

2448
2531
2585
2589
2599
107

2531
2520
2533
2516
2586
2594
2585
2622
2561
2714

x
>

5038
5053
678

5034
1112
424

5096
5057
5081
1040
4967
5034
5142
5119
5101
199

5100
5070
5043
5046
5156
5128
5117
5199
5066
5306

>
0,989
0,982
0,965
0,992
0,979
0,893
0,988
0,992
0,969
0,977
1,029
0,989
0,989
0,977
0,963
0,860
1,015
1,011
0,991
1,006
0,994
0,977
0,980
0,983
0,978
0,955

%Y

49,72
49,55
49,12
49,80
49,46
47,17
49,69
49,79
49,22
49,42
50,71
49,72
49,73
49,42
49,05
46,23
50,37
50,30
49,77
50,14
49,84
49,41
49,48
49,57
49,48
48,85
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Cizelge 3.2. (Devam) Bor maruziyet grubuna (n= 86) ait giinliik bor alim miktar1 (mgB/giin), idrar
bor/kreatinin oran1 (mgB/g), kan bor konsantrasyonu (B, ng/g), meni bor konsantrasyonu
(B, ng/g), is yerinde calisma siiresi (yil), yas, 1 mL meni sivisindaki sperm
konsantrasyonu (x10°), Y kromozomu sayis1, X kromozomu sayisi, toplam sayilan hiicre
sayis1 (Y+X), Y:X kromozom orani, sayilan toplam hiicrede Y kromozomu oran1 (%Y).

M030 1585 3,34 4540 461 20 42 64,5 2523 2576 5099 0,979 49,48
M031 2,87 2,45 39,0 472 23 45 739 2533 2575 5108 0,984 49,59
M032 6,87 1891 270,7 1189 22 45 1442 2514 2570 5084 0,978 4945
M034 6,82 9,06 1585 1935 21 45 46,7 2527 2505 5032 1,009 50,22
MO035 8,59 3,77 82,7 720 5 40 10,2 2504 2561 5065 0,978 49,44

MO036 2,69 3,89 93,8 - 12 43 36,2 2500 2532 5032 0,987 49,68
M038 1389 2,57 113,7 436 22 46 419 2680 2655 5335 1,009 50,23
M039 7,87 4,15 85,2 0 21 46 30,3 2527 2568 5095 0,984 49,60

M041 2501 947 1759 1047 8 46 38,2 2492 2543 5035 0,980 49,49
M042 1635 9,13 196,4 3220 22 50 1389 2549 2516 5065 1,013 50,32
M043 1957 6,09 140,6 895 22 43 57,6 2591 2547 5138 1,017 5043
MO044 17,47 6,12 1085 0 20 44 733 2503 2579 5082 0,971 49,25
MO046 20,25 9,94 2024 1131 4 33 583 2532 2620 5152 0,966 49,15
Mo047 17,05 9,81 1409 1068 21 42 59 2558 2536 5094 1,009 50,22
MO048 14,76 5,62 1822 1710 1 43 29,6 2517 2540 5057 0,991 49,77
M049 1582 6,48 126,6 1779 22 44 145 2509 2578 5087 0,973 49,32
MO050 14,08 9,38 1091 0O 21 44 229 1739 1784 3523 0,975 49,36
M051 1546 5,86 107,8 555 21 44 785 2510 2541 5051 0,988 49,69
M052 1301 1156 2184 1567 05 47 292,3 2525 2571 5096 0,982 49,55
MO053 1439 557 1332 776 20 43 324 2534 2500 5034 1,014 50,34
M054 1297 411 2555 602 22 47 1135 2524 2554 5078 0,988 49,70
MO055 1297 3,89 1780 0 20 43 255 2563 2596 5159 0,987 49,68
M056 8,71 514 158,9 777 22 49 255 2549 2521 5070 1,011 50,28
MO057 9,63 7,91 191,3 1456 20 42 534 2522 2501 5023 1,008 50,21
MO059 13,58 4,36 101,3 2403 23 45 162,7 2514 2542 5056 0,989 49,72
M062 - 2,09 354 719 20 42 159,1 2598 2610 5208 0,995 49,88
MO063 8,34 2,59 68,4 1683 10 41 55 741 714 1455 1,038 50,93
M066 6,64 1,60 25,6 8597 8 34 120 2570 2595 5165 0,990 49,76
M068 7,11 2,51 60,1 3854 21 49 342 2519 2550 5069 0,988 49,69
MO069 4,87 3,60 103,1 2722 25 48 332 2512 2535 5047 0,991 49,77
MO070 6,56 3,68 75,4 1168 23 49 21,3 859 875 1734 0,982 49,54
MO71 14,09 3,72 101,7 4897 21 43 63,7 2547 2531 5078 1,006 50,16
M072 16,19 5,30 94,7 854 20 43 791 2527 2501 5028 1,010 50,26
MO073 8,52 5,34 87,8 1554 21 46 59,6 2509 2538 5047 0,989 49,71
Mo074 1297 3,87 1099 1516 7 33 67,4 812 836 1648 0,971 49,27
MO075 4,97 1,33 25,2 1676 5 33 385 2523 2574 5097 0,980 49,50
MO076 14,68 5,67 83,1 423 20 43 66,4 2505 2577 5082 0,972 49,30

49



Cizelge 3.2. (Devam) Bor maruziyet grubuna (n= 86) ait giinliik bor alim miktar1 (mgB/giin), idrar
bor/kreatinin oran1 (mgB/g), kan bor konsantrasyonu (B, ng/g), meni bor konsantrasyonu
(B, ng/g), is yerinde ¢aligma siiresi (yil), yas, 1 mL meni sivisindaki sperm
konsantrasyonu (x10°), Y kromozomu sayis1, X kromozomu sayisi, toplam sayilan hiicre
sayis1 (Y+X), Y:X kromozom orani, sayilan toplam hiicrede Y kromozomu oran1 (%Y).

Mo77 13,26 3,67 1056 661 21 44 61,8 2554 2540 5094 1,006 50,14
MO078 15,13 5,83 110,8 869 20 43 17,7 2526 2501 5027 1,010 50,25
MO079 8,56 4,16 102,1 2402 18 40 256 2500 2559 5059 0,977 49,42
MO080 1297 7,21 1380 O 15 32 84,1 2506 2559 5065 0,979 49,48
Mo081 24,01 11,61 401,6 8086 10 45 105,4 2666 2660 5326 1,002 50,06
M082 12,97 597 1811 2522 1,08 37 28,3 2528 2514 5042 1,006 50,14
M083 14,51 13,73 2918 O 4 46 157 2617 2584 5201 1,012 50,32
M085 12,97 7,43 1354 2188 22 47 40,3 947 1002 1949 0,945 48,59
MO086 14,68 7,90 116,6 2352 21 44 59,2 2448 2569 5017 0,953 48,80
Mo087 15,42 11,30 158,7 812 10 42 49,4 2502 2527 5029 0,990 49,75
M088 1425 6,38 1426 2151 13 43 41,1 2509 2522 5031 0,995 49,87
M089 13,65 6,09 796 8615 20 41 112,8 2601 2580 5181 1,008 50,20
MO090 17,05 32,68 2857 O 6 40 16,1 2550 2564 5114 0,995 49,86
M091 6,82 8,01 101,3 1410 17 36 152,3 2539 2599 5138 0,977 49,42
M092 9,63 841 1257 2278 18 44 77 2540 2507 5047 1,013 50,33

M093 25 6,39 1332 O 22 45 277,2 2526 2567 5093 0,984 49,60
M094 256 2,52 412 959 20 42 2 2502 2567 5069 0,975 49,36
MO095 11,84 241 612 O 16 43 - 2570 2552 5122 1,007 50,18

MO097 351 455 1458 4160 8 33 342 2592 2641 5233 0,981 49,53
M098 256 2,52 641 540 18 44 334 2504 2565 5069 0,976 49,39
M099 24,72 487 991 7777 12 46 87,6 2554 2602 5156 0,982 49,53
M100 739 2,73 585 2715 21 47 152 2514 2559 5073 0,982 49,56
M101 3,32 10,69 262,1 6686 0,58 39 91,9 2546 2600 5146 0,979 49,48

Ort. 12,53 6,77 141,55 1703,42 15,76 42,45 64,96 2319,05 2343,69 4662,73 0,99 49,65
St.Sap. 6,35 435 8043 189509 7,16 4,62 56,09 618,74 621,80 123995 0,02 0,63
Min 256 1,33 2520 0,00 0,50 29,00 2,00 92,00 107,00 199,00 0,86 46,23
Mak 35,62 32,68 454,00 8615,00 25,00 50,00 292,30 2680,00 2714,00 5335,00 1,04 50,93
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3.2. Cahsmamn Istatiksel Bulgular

® Kontrol grubundaki Y/X orani
Maruziyet grubundaki Y/X orani
1,2
1,15
1,1 °
1,05

0,95
0,9
0,85 °
0,8

Kromozom Y:X orani

=

- -

,Eo

(R 7
- d
L 7Y
»

0 100 200 300 400 500
Kan Bor konsantrasyonu (ng Bor/g kan)

Sekil 3.1. Kan bor konsantrasyonu (ng Bor/g kan) ve kromozom Y:X orami arasindaki iligkinin
dagilim grafigi.

1,2
1,15 y = 2E-05x + 0,9871
R?=0,0018
1,1 (e}

1,05

0,95

09 5

Kromozom Y:X orani

085 | O S

0,8
0 100 200 300 400 500

Kan Bor konsantrasyonu (ng Bor/g kan)

Sekil 3.2. Kan bor konsantrasyonu (ng Bor/g) ve kromozom Y:X orani arasindaki iligkinin regresyon
denklemi (R?= 0,0018, Pearson kor. p>0,05, Spearman’s Rank kor. p> 0,05).
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e Kontrol grubundaki Y/X orani
Maruziyet grubundaki Y/X orani
1,2

1,15

1,05

0,95 lao

0,9

Kromozom Y:X orani
[
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0 2000 4000 6000 8000 10000

Meni Bor konsantrasyonu (ng Bor/g)

Sekil 3.3. Meni bor konsantrasyonu (ng Bor/g) ve kromozom Y:X orani arasindaki iliskinin dagilim
grafigi.

1,2
1,15 y = 5E-07x + 0,9885
R?=0,0013
1,1 o)

1,05

0,95

0,9

Kromozom Y:X orani

0,85

0,8
0 2000 4000 6000 8000 10000

Meni Bor konsantrasyonu (ng Bor/g)

Sekil 3.4. Meni bor konsantrasyonu (ng Bor/g) ve kromozom Y:X orani arasindaki iligkinin regresyon
denklemi (R?= 0,0013, Pearson kor. p>0,05, Spearman’s Rank kor. p> 0,05).
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Kromozom Y:X orani

1,2
1,15

1,1
1,05

0,95
0,9
0,85
0,8

Kontrol grubundaki Y/X orani

Maruziyet grubundaki Y/X orani

[ ] ,.
M-

L

10 20 30
idrar Bor (mg Bor/g kreatinin)

40

Sekil 3.5. idrar Bor/Kreatinin (mg Bor/g kreatinin) miktar1 ve kromozom Y:X oram arasindaki
iligkinin dagilim grafigi.

Kromozom Y:X orani

1,2
1,15
1,1

1,05

0,95
0,9
0,85

0,8

y =0,0001x + 0,9878
R?=0,0004

10 20 30
idrar Bor (mg Bor/g kreatinin)

40

Sekil 3.6. idrar Bor/Kreatinin (mg Bor/g kreatinin) miktar1 ve kromozom Y:X oram arasindaki
iliskinin regresyon denklemi (R?= 0,0004, Pearson kor. p>0,05, Spearman’s Rank kor.

p>0,05).
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e Kontrol grubundaki Y/X orani

Maruziyet grubundaki Y/X orani
1,2
1,15
1,1 ®
1,05 oo

10 ’!}
ORve"
0,95 o oo®
0,9
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Kromozom Y:X orani

0,8
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Gunluk Bor alimi (mg Bor/guin)

Sekil 3.7. Giinliik bor alim miktar1 (mg Bor/giin) ve kromozom Y:X orani arasindaki iliskinin dagilim
grafigi.

1,2
1,15
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Sekil 3.8. Giinliik bor alim miktar1 (mg Bor/giin) ve kromozom Y:X orani arasindaki iligkinin
regresyon denklemi (R?=0,005, Pearson kor. p>0,05, Spearman’s Rank kor. p> 0,05).
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Bandirma'dan alinan sperm numunelerinde tespit edilen YIX oranlan

1,101 ° Kan Bor Ortalama
konsantrasyonuna Y:X
gore gruplar Oranlan
1,05 Kontrol grubu
(n=35): 0,983
<48,5 ng Bor/g kan
1,00 & Diisiik maruziyet
grubu (n=58):
48,5-100 ng 0,992
0,95 e ° Bor/g kan
Orta maruziyet
grubu (n=37): 100 0,988
0,907 — 150 ng Bor/g kan
. Yiiksek maruziyet
x grubu (n=33): 0,989
0,857 * >150 ng Bor/kan
Kontrlol, YIX Dﬂsﬂlk, YIX Or‘tal, YIX Yl'jkselk, YIX

Sekil 3.9. Yeniden olusturulan gruplara gére kontrol, diisiik, orta ve yiiksek kan bor seviyelerinde
sperm numunelerindeki Y:X oranlar1 kutu grafigi (p> 0,05). Ug deger (*), aykir1 deger (°).

160

140

120

100

80

60

40

20

Erkek - Kiz gocuk sayilari

Toplam gocuk sayisi

Kiz

H Kontrol grubu

B Maruziyet grubu

Erkek

Sekil 3.10. Calismamiza katilan goniillii erkeklerin sahip olduklar1 erkek ve kiz ¢ocuk sayilarmin
kontrol (n= 73) ve maruziyet (n= 83) gruplari arasinda karsilastirilmasi.
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Cizelge 3.3. Goniilliilerin ¢ocuk sayilari.

Toplam ¢ocuk sayisi Kiz Erkek
Kontrol grubu (n= 73) 136 70 66
Maruziyet grubu (n= 83) 150 69 81

Kontrol ve Maruz kalan grubun Kiz ve erkek ¢ocuk sayilari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (y2 = 0,275; p> 0,05).

Cizelge 3.4. Numunelerden elde edilen kan bor ve meni bor konsantrasyonlar1 ile goniillillerin sperm
numunelerindeki Y:X oranlari.

Kan Bor Meni Bor Sperm
Konsantrasyonu Konsantrasyonu numunesi
ng Bor/g kan ng Bor/g meni Y:X orani
Kontrol grubu (n=77)
Kan Bor konsantrasyonu 63,56 +43,89*
(<LOQ? — 252)
Meni Bor konsantrasyonu 1127,78 +1713,97
(<LOQ - 7870)
Y:X orani 0,99 + 0,03
(0,85 -1,10)
Maruziyet grubu (n= 86)
Kan Bor konsantrasyonu 141,55+ 80,43
(25,20 — 454)
Meni Bor konsantrasyonu 1703 + 1895,09
(<LOQ - 8615)
Y:X oran1 0,99 +£0,02
(0,86 — 1,04)

* Sonuglar; Ortalama + St. Sapma (Minimum — Maksimum) olarak verilmistir.
2 LOQ: Limit of Quantification (Duydu ve ark., 2011).

Cizelge 3.5. Numunelerden elde edilen sonuglarin istatistiksel analizleri.

Pearson correlation Spearman’s rank x?
correlation Test
p - degeri p - degeri p - degeri
Parametreler arasi korelasyon
Kan Bor — Y:X kromozom orani p > 0,05 p > 0,05
Meni Bor — Y:X kromozom orani p > 0,05 p > 0,05
Parametreler arasi farkhik
Kontrol grubu Y:X orani — p > 0,05
Maruziyet grubu Y:X orani
Kiz ¢ocuk (Kontrol grubu) — Kiz p > 0,05
cocuk (Maruziyet grubu)
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4. TARTISMA

Giliniimiizde teknolojinin hizla gelismesi ve endiistrilesme her nekadar
hayatimiz1 kolaylastirsa da sagligimiz iizerine bir¢ok olumsuz etkilerinin de oldugu
bilinen bir gergektir. Cevresel faktorler karsisinda hasas bir yapiya sahip olan tireme

sistemimiz bu durumdan en ¢ok etkilenen sistemlerdendir.

Toplumun tlireme sagliginin gozlenmesi agisindan dogumlardaki erkek:kiz
orani (dogum cinsiyet orani) énemli bir degiskendir. Dogum cinsiyet oranlarindaki
farkliliklar ve zaman igerisinde meydana gelen degisimler arastirmacilar i¢in uzun
yillardan beri merak konusu olmustur. Trivers ve Willard (1973) anne adayinin kot
yasam, beslenme, saglik kosullar1 gibi baskilar altinda kaldiginda, kiz ¢ocuk sahibi
olmaya daha yatkin ve bdylece neslin devamini daha az risk alarak siirdiirme
egiliminde oldugunu; ¢evre sartlarinin iyi oldugu durumlarda ise tam tersi bir
Onyargiy1 iddia ettikleri hipotezlerini 6ne siirmiislerdir. Zaman igerisinde bir¢ok
bagimsiz arastirmaci tarfindan popiilasyonlardaki cinsiyet orani ile ilgili gozlemler
yapilmistir (Dickinson ve Parker, 1996; Moller, 1996; Moller, 1998; Allan ve ark.,
1997; Parazzini ve ark., 1998). Diinya genelinde dogumlarda erkek:kiz cinsiyet
oraninin 107/100 (1,07) oldugu tahmin edilmektedir (CIA - The World Factbook,
2014).

Endokrin bozucular gibi kimyasal maddelerin (Mocarelli ve ark., 1996;
Mocarelli ve ark., 2000), savas veya deprem gibi dogal afetlerin neden oldugu
yikimlarin (Fukuda ve ark., 1998), testikiiler kanser gibi Ozellikle erkek iireme
sistemini ilgilendiren hastaliklarin (Moller, 1998) dogumlardaki cinsiyet oranini
etkiledigi distiniilmektedir. Ayrica, ebeveyn yasi, dogum sayisi, sigara, alkol
tilketimi, ebeveynlerin askerlik, pilotluk gibi stress orani yiiksek mesleklerde

calismasi, genetik, sosyal, psikolojik ve ekonomik faktorler, koitus zamani, dogal
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seleksiyon gibi farkli etkenlerin dogumlardaki cinsiyet oranini degistirebilecegi

distiniilmektedir.

Italyanin Seveso kasabasinda 1976 yilinda 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-
dioksin (TCDD) tiretimi yapan bir fabrikada kaza sonucu g¢evreye ¢ok miktarda
TCDD yayilmis; tesis is¢ilerinde ve yakin ¢evrede yasayan halkta kimyasala bagh
bazi istenmeyen durumlar gelismistir. Mocarelli ve ark. (1996) ve Mocarelli ve ark.
(2000) tarafindan yapilan iki ¢alisma neticesinde Seveso kazasi sonrasi 6zellikle 19
yasin altina oldugu donemde TCDD’ye maruz erkeklerin daha fazla kiz ¢ocuguna
sahip oldugunu gormiistiir. Potashnik ve ark. (1984) 1,2-dibromo-3-kloropropan
(DBCB) iiretiminde ¢alisan erkek iscilerin daha fazla kiz ¢cocugu oldugunu rapor
etmis; Goldsmith ve ark. (1984) bu duruma neden olan mekanizmay1 Y kromozomu
tastyan spermlerde homolog kromozomlarin birbirinden ayrilamama yani
“nondisjunction” durumunun daha yaygin goriilmesi olarak agiklamistir. Rylander ve
ark. (1995) diisik konsantrasyonda ve uzun siireli PCB maruziyeti sonucu
dogumlarda erkek:kiz oraninda azalma gozlemlemistir. del Rio Gomez ve ark.
(2002) yaptiklar1 galismalarinda PCB ve poliklorodibenzofuran (PCDF)
maruziyetinin dogumlardaki erkek:kiz oranini azalttigini desteklemektedir. Michalek
ve ark. (1998) Vietnam Savasinda ABD ordusunun biyolojik silah olarak kullandig:
Turuncu Ajan nedeniyle dioksine maruz kalan erkek askeri personelde yaptiklar1 bir
caligmada gorev bitiminden sonra 1 ay igerisinde hamile kalan eslerinin kiz ¢ocuguna
sahip olma oranininda diistis gosterilmistir. Kiz ¢ocugu oranlar1 yiikksek maruziyet
grubunda % 38,9, diisiik maruziyet grubunda % 50,0, arkaplan maruziyet grubunda
% 51,9 ve kontrol grubunda % 56,9 bulunmustur. Karmaus ve ark. (2002) Michigan
bolgesinde diklorodifenildikloroetilen (DDE) ve PCB ile kontamine olan baliklarin
tilkketilmesinin cinsiyet orani lizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda daha 6nce
bulunan sonuglardan farkli olarak yiiksek PCB kan konsantrasyonu (> 8,1 pg/L) olan
babalarin erkek ¢ocuk sahibi olmaya daha yatkin oldugunu bulmustur (erkek cocuk
oran1 % 57,1). Garry ve ark. (2002) Minesota’da (Red River Valley) klorofenoksi
bilesikleri basta olmak {izere yaklasik 15 farkli tiir pestisit kullanan tarim is¢ilerinin
cocuklarindaki dogum anomalilerini ve cinsiyet oranlarini incelemislerdir. 1532

dogumda erkek:kiz cinsiyet oran1 pestist kullanan ¢iftgilerde 0,91 iken
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kullanmayanlarda 1,13 bulunmustur. Ikeda ve ark. (2005) disi si¢anlarin in utero ve
laktasyonel donemde tekrarlayan dozlarda TCDD’ye maruz birakilmasindan sonra
dogan erkek siganlarin (F1) gonadlarinin etkiledigini; bu erkeklerin yetiskin olduktan
sonra normal disilerle ¢iftlestirilmesi sonucu dogan F2 neslinde disi oraninin arttigini
bulmustur (maruziyet grubu: % 38 erkek, % 62 disi; kontrol grubu: % 52,2 erkek,
%47,8 disi).

Milham (1993) aliiminyum endiistrisinde ¢alisan isgilerde yaptig1 arastirmada
isyeri ortaminda Kirli hava, yiiksek 1s1 ve gii¢lii manyetik alana maruz kalan karbon
anot dizicilerinin ¢ocuklarmin dogum cinsiyet oranini 0,62 bulurken; diger
boliimlerde c¢alisanlarin  ¢ocuklarinda 1,05 (genel popiilasyonla ayni deger)
bulmustur. Figa - Talamanca ve Petrelli (2000) Italya’da darphane c¢alisanlarinda
krom ve nikel maruziyetini degerlendirmislerdir. Maruziyetin artmasiyla beraber
dogumlardaki cinsiyet oranmin azaldigmi; en yiiksek maruziyet grubunda cinsiyet
oranini 0,50 bulurken; maruziyetin olmadigi kontrol grubunda 1,40 olarak bulmustur.
Simonsen ve ark. (2006) Danimarka’da akii fabrikasinda kursuna maruz kalan
iscilerle Belgika, Italya, Ingiltere ve Finlandiya’daki iscilerin ¢ocuklarindaki dogum
oranlarin1 karsilagtirmigtir. Kan kursun konsantrayonu > 60 ug/dL olan erkeklerin
cocuklarinda 26 dogum igin cinsiyet oranimm1 0,86 bulurken; 0 - 20 pg/dL

konsantrasyon araliginda olan is¢ilerde 1,24 bulmuslardir.

Japonya’nin Minamata korfezinde 1950’lerde ¢evre kirliligi nedeniyle birgok
kisi metil civaya maruz kamistir. Maruz kalan bireylerde goriilen ndrolojik hastalik
Minamata hastaligi olarak isimlendirilmistir. Sakamoto ve ark. (2001) olaymn
meydana geldigi 1955 - 1959 yillan arasinda Minamata sehrinde dogum cinsiyet
oranin1 0,97 bulurken; maruziyetin daha ytliksek oldugu Minamata korfezinde 0,85
bulmustur. Sadece annelerin Minamata hastalig1 tasidigi durumlarda ¢ocuklarindaki
cinsiyet oran1 0,65; sadece babalarin hasta oldugu durumda 1,06; ebeveylerin her
ikisinin de hasta oldugu durumlarda ise 0,63 bulunmustur. Maruziyetin en yiiksek
oldugu bolge balikgilariin gocuklarinda en diisiik dogum cinsiyet orani (0,62) tespit

edilmistir.
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Insanlarin hayatta kalma miicadelesi verdigi dogal afetler ve savaslar gibi
yikict olaylarin cinsiyet oranini etkiledigi diisiiniilmektedir. 1952 yilinda Londra
sehrinin iizerinin aylarca dumanla kaplandigi biiylik ¢apli hava kirliligi (The Great
London Smoke) ve 1965°deki Brisbane su baskini sonrasinda cinsiyet oraninda
belirgin bir diisiis yasanmustir (Lyster, 1974). Japonya tarihinin son 50 yilinin en
giiclii ve yikici depremi olan 1995 Kobe depreminden 9 ay sonra dogan ¢ocuklarda
erkek:kiz cinsiyet oraninda ciddi bir diisiis gorilmis; erkek oram1 % 51,6’dan %
50,1°¢ inmistir  (Fukuda ve ark., 1998). Cernobil felaketinden sonra Cek
Cumhuriyeti’nde Peterka ve ark. (2004) yapmis oldugu bir ¢alismada 1950 - 1999
yillar1 arasinda dogum cinsiyet oranlarina kiyasla 1986 yilinin Kasim ayinda
erkek:kiz oraninin daha diisiik oldugunu gérmiistiir. Erkek ¢ocuk dogum sayisindaki
diistisiin kazanin meydana gelmesinden sonraki 6 ay icerisinde negatif secilimle
erkek fotiislerin elenmesi sonucu oldugunu iddia etmislerdir. Benzer bir ¢alismayi
Sherb ve Voigt (2007) Cernobil - Ukrayna’ya komsu 8 iilkede 1982 - 1992 yillar
arasindaki dogum istatistiklerini inceleyerek yapmus; farkli olarak az ve anlamli bir

sigrama ile erkek dogum oraninin arttigin1 bulmuslardir.

Lichtenfels ve ark. (2007) Brezilya - Sao Paolo’da havadaki PM-10 (havada
bulunan 10 pm ve daha kiigiik partikiil maddeler) konsantrasyonunun (< 30 pg/m®)
diisiik oldugu bolgelerde sekonder cinsiyet oranmmi 34.795 dogum i¢in 106,8
[(erkek:disi)x 100] bulurken; kirliligin yiiksek diizeyde (PM-10 kons.= 31 - 61
ng/m®) yasandigr bolgelerde 48.023 dogumda 102,9 olarak bulmustur. Buradan
hareketle sehir havasini taklit eden diizenek yardimiyla erkek fareleri benzer
ozellikteki havaya 4 ay boyunca maruz birakmis ardindan normal disilerle
ciftlestirmiglerdir. Sonug, kirli havaya maruz kalan erkek farelerin bir sonraki
nesillerinde cinsiyet orani1 (86,0) kontrol grubuna (134,0) gore anlamli diizeyde
diisiik bulunmustur (p = 0,04).

Snyder (1961) ABD ordusunda yiiksek hiz ve irtifalarda g- kuvvetine maruz
kalan pilotlarin gorev siireleri ve ugus saatlerini dikkate alarak yapmis oldugu
caligmada erkek:kiz cinsiyet oranini 0,59 bulmustur (ABD popiilasyonu 1,05).
Goerres ve Gebert (1976) jet, kargo ucagi ve helikopter pilotlarinda 1613 dogum
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tizerinde yaptiklar arastirmada 1000 saatin altindaki ugus siiresinde cinsiyet oranini
1,31 bulurken; 1000 - 2000 saat arasinda 0,73 bulmustur. 2000 saatin tizerindeki
ucuslarda ise cinsiyet oraninda bir Onceki gruba gore daha fazla diisiis
bulunmamustir. Little ve ark. (1987) yiiksek diizeyde g-kuvvetine maruz kalan 44 jet
pilotu ve 18 astronot icin cinsiyet oranini 0,66 bulurken diger askeri personelin
cocuklarinda cinsiyet oraninin 1,03 oldugunu gormiistiir. Irgens ve ark. (1999)
Norve¢ ordusunda gorev yapan pilotlarin ¢ocuklarinda cinsiyet oranmi 0,59
bulmustur. Fujita ve ark. (1999) yaptiklar1 benzer bir ¢alismada g- kuvvetine maruz
kalan pilotlarin ¢ocuklarindaki cinsiyet oranini 0,91 bulmustur (Japonya popiilasyonu
1,06).

Mesleki iyonizan radyasyona maruziyetin erkek:kiz oranina etkisini arastiran
Macht ve Lawrence (1957) ABD’de ¢alisan radyologlarin g¢ocuklarinda 4127
dogumda cinsiyet oranini 1,03 bulmustur. Bu sonu¢ maruz kalmayanlarin 3390
cocugunun erkek:kiz oramiyla (1,09) karsilagtirildiginda anlamsiz bulunmustur.
Tanaka ve Ohkura (1958) Japonya’da teknisyenlerle benzer bir ¢alisma yapmis ve
maruz kalan babalarin ¢ocuklarinda cinsiyet oranmi 1,25 bulmustur (Japonya
popiilasyonu 1,05). Kitabake (1967) Japonya’da benzer ¢alismayi radyologlar ve X-
isin1 kullanan rontgen teknisyenleri arasinda yapmustir. Iyonizan radyasyon
maruziyet grubunda 246 dogumdaki erkek:kiz oranmmi 1,14 bulurken; kontrol
grubunda orant 1,04 bulmustur. Zadeh ve Briggs (1997) Britanya’da ¢alisan ve
stirekli X-131nina maruz kalan ortopedik cerrahlarin ¢ocuklarinda farkli olarak diisiik
cinsiyet orani (0,89) bulmustur. Hama ve ark. (2001) isyerinde radyasyona maruz
kalan ve kisisel dozimetri kullanan erkeklerin ¢ocuklarinda 1015 dogum tizerinden
erkek:kiz cinsiyet oranini 0,94; en yiiksek doza maruz kalan grupta ise 0,53 olarak
bulmustur. Machonochie ve ark. (2001) Birlesik Krallik’ta niikleer endiistride 1937 -
1996 yillar1 arasinda ¢alismis olan 46.000°den fazla kisiden elde ettigi verilere gore
cinsiyet oranlar1 arasinda anlamli bir fark bulamamistir. Genel popiilasyonda
dogumlardaki erkek:kiz orani 1,03 iken bu oranin ¢alisanlarda 1,06 oldugu

goriilmiistiir.
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Dogumlardaki cinsiyet oranlarinda meydana gelen farkliliklar sperm
hiicrelerinin tasidigit Y ve X kromozomlarmin dagilim oraninda olabilecek
farkliliklarla iligkilendirilmeye calisilmistir. Hernekadar spermatogenez sonunda Y
ve X kromozomu tasiyan gamet oraninin (Y:X) 1:1 olmasi beklense de bu durum
degiskenlige agiktir. Yapilan calismalar spermatogenez sirasinda siirekli ve olagan
germ hiicresi 6limii gergeklestigini ve hatta hiicrelerin % 75 kadarinin apoptoza
ugrayabilecegini gostermistir (Huckins, 1978). Molekiiler sitogenetik tekniklerin
gelismesiyle birlikte cinsiyet orani farkliliklarmin arastirildigl ¢alismalarda sperm Y,
X kromozom dagilim oranini belirlemek amaciyla FISH yontemi kullanilmistir.
FISH teknigi ilk kez 1980’lerin basinda gelistirilen ve giliniimiizde birgok farkli
uygulama sekli ve uygulama alani olan bir yontemdir. Kolay, hibridizasyon
asamasinin hizli ve giivenilirliginin yliksek olmasi teknigin tercih edilebilirligini
arttirmaktadir. Buna karsin floresan mikroskop altinda yapilan degerlendirme
asamasimin gorsel sayimla gergeklestirilmesi, ¢alisma siiresinin teknisyenin
kapasitesi ile sinirli olmasi ve floresan 6zellikli isaretleyici problarin gorece olarak

yiiksek maliyetli olmas1 yontemin dezavantaji olarak kabul edilebilir.

Tiido ve ark. (2006) Isvigre, Gronland, Ukrayna ve Polonya’da 2,2.4,4,5,5-
hegzaklorobifenil (PCB-153) ve DDE kimyasallarina maruz kalan 547 erkegin sperm
Y:X kromozom oranlarimi FISH yontemi ile karsilastrmiglardir. Isvec ve
Gronland’da sirasiyla ortalama 260 ng/g ve 350 ng/g (lipid) serum PCB-153
konsantrasyonu olan erkeklerin sperm Y:X kromozom oranlar1 sirasiyla 22 ng/g ve
54 ng/g PCB-153 konsantrasyonu olan Polonya ve Ukrayna’daki erkeklerden daha
yiiksek bulunmustur.

Perez - Crespo ve ark. (2008) farelerin skrotum 1silarin1 42 °C’ye 30 dk
stireyle cikartarak; 6 saat, 7, 14, 21, 28 ve 60 giin sonra spermlerin konsantrasyon,
canlilik, motilite DNA biitiinliigii ve 1s1 artisinin dogum cinsiyet orani tizerine etkileri
incelemistir. Is1 maruziyetinin oldugu giin gerceklestirilen ¢iftlestirmelerden dogan
nesilde erkek orani anlamli diizeyde diisiik bulunurken (~% 40); PCR yontemi
kullanilarak sperm Y ve X kromozom dagilimlarinin incelenmesi neticesinde anlaml

fark ¢itkmamustir.
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Stone ve ark. (2013) ilerleyen yasin sperm parametrelerine etkilerini
aragtirdiklari caliglarinda 4822 meni 6rnegi incelemis ve 259 FISH analizi yapmuistir.
Sonug¢ olarak 34 yasma kadar Olgiilen parametrelerin degisiklik gostermedigi
sonrasinda ise toplam sperm sayist1 ve motil sperm sayisinda gerileme oldugu
goriilmistiir. 40 yasindan sonra sperm konsantrasyonunda ve normal morfolojiye
sahip sperm oraninda diisiis gozlenmistir. Ejekiilat hacminde 45 yasindan sonra
azalma gozlenmistir. 55 yasindan sonra sperm Y:X kromozom oraninin diismesi

(1,00) anlaml1 bulunmustur (~ 34 yas grubu sperm Y:X kromozom orani 1,08).

Kvist ve ark. (2014) FISH yontemi kullanarak Danimarka’nin Farore
adasinda yiiksek diizeyde PCB ve DDE’ye maruz kalan erkeklerin Y kromozomu
tastyan sperm oranmi % 50; maruziyetin diisik oldugu Grénland ve Isveg
balik¢ilarinin ise % 51,2 bulmustur (p< 0,001). Bununla 449 kisinin katildigi

caligmada tireme sistemi {izerine herhangi bir olumsuz etki gozlenmemistir.

Jurewicz ve ark. (2016) FISH yontemi kullanarak cevresel endokrin bozucu
kimyasallardan olan ftalatlar, sentetik pretroidler ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin (PAH) insan viicudundaki metabolitlerinin artan
konsantrasyonlarinin 'Y kromozomu tasiyan sperm sayisindaki azalma ile iliskili

olabilecegini gostermistir.

Cevresel endiistriyel kirleticiler (PCB, TCDD, DDE, agir metaller),
fizikokimyasal (radyasyon) ve fiziksel (sicaklik artigi, g- kuvveti) etkilerin yanisira
yiiksek konsantrasyonlarda bora maruz kalmanin da lireme sistemi ve cinsiyet orani
tizerine muhtemel etkilerininin arastirildigi ¢alismalar mevcuttur. Yapilan hayvan
deneylerinde yliksek dozlardaki borik asit ve sodyum boratlarin iireme sistemi
izerinde toksik etkilere neden olabilecegi goriilmiistiir (Weir ve Fisher, 1972; Silaev
ve ark., 1977; Dixon ve ark., 1979; Fail ve ark., 1989; Linder ve ark., 1990; Ku ve
ark., 1993; Price ve ark., 1997). Bu nedenle isyeri ortami (&6zellikle bor maden
iscileri) ve yasadig1 cografyadan dolayr (su, toprak) yiiksek miktarda bora maruz
kalan insanlarin iireme fonksiyonlar1 ve iireme sistemleri ilizerindeki olasi etkiler

aragtirtlmistir. Whorton ve ark. (1994a) ABD Kaliforniya’da boraks iiretim tesisinde
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gorev yapan 542 erkek is¢inin ¢ocuklarinda cinsiyet dagilim oranin1 % 47,3 erkek ve
% 52,7 kiz olarak bulmustur. Bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig: fakat tam
sinirda bir deger oldugu belirtilmistir. Sayli ve ark. (1998a) iilkemizde igme suyunda
yiiksek miktarda bor igeren yerlesim yerlerinde bor alimimin fertilite iizerine
etkilerini incelemistir. Bolgeleri 8,5 - 29 mg Bor/L (Bolge-1); 2,05 - 2,5 mg Bor/L
(Bolge-11) ve 0,03 - 0,40 mg Bor/L olacak sekilde ti¢ bolgeye ayirmistir. Bolge-1'de
bulunan 1068 aile ve Bolge-II’de bulunan 610 aileden elde edilen verilere goére
fertilite oran1 Tiirkiye ortalamasinda bulunmustur. Bolge-I’de dogan tiim ¢ocuklarin
erkek:kiz oran1 0,89 bulunmus; Bélge-1I"de bu oranin 1,04 oldugu goriilmiistiir. Igme
sularindaki artan bor konsantrasyonuna bagli olarak borun iireme {izerine etkisi
olabilecegi disiiniilmistiir. Sayl ve ark. (1998b) Balikesir, Kiitahya ve Eskisehir il
smirlarinda bulunan bor cevherince zengin 6 alanda yaptiklart bir bagka ¢alismada
igme suyunda 0,7 - 29 mg Bor/L ve 0,05 - 0,45 mg Bor/L olan yerlerde yasayan
kisilerin lireme fonksiyonlar1 arastirilmistir. 927 vaka iizerinden yiiriitiilen ¢alismada
infertilite, diisiikler, 6lii dogumlar, malformasyonlar gibi etkiler arastirilmistir. Borun
fertilite ve iireme ilizerine olumsuz etkisi goriilmemistir. Dogumlardaki erkek:kiz
cinsiyet oran1 0,989 olarak bulunurken Tiirkiye popiilasyonu ile karsilastirildiginda
anlaml fark goriilmemistir. C6l ve ark. (2000) tilkemizdeki 3 bor isletme tesisinde
gorevli 642 tiretim calisan1 ve 157 ofis personelinin katildigi ¢alismalarindan elde
ettikleri fertilite ve cinsiyet oranlar1 (1,12) degerlerinde anlamli bir fark bulmamistir
(Tirkiye genel popiilasyonu 1,08). Sayli (2003) Bandirma boraks ve borik asit
fabrikalarinda ¢alisan 191 kisi ile yaptigi bir ¢alismada meslek maruziyetine bagh
olarak iireme fonksiyonlar1 iizerinde herhangi bir olumsuz etkinin olmadigini
vurgularken; toplam 307 dogumun cinsiyet oranin1 1,0 olarak bulmustur. Yazbeck ve
ark. (2005) Kuzey Fransa’da igme sularinda 0,30 mg/L ve daha fazla bor igeren
bolgelerde yasayanlarin, 0,00 — 0,09 mg/L’ye kadar bor igeren bolgelerde
yasayanlara gore nispeten daha fazla kiz ¢ocuguna sahip oldugunu rapor etmislerdir.
Bor konsantrasyonu yiiksek su tiiketen bolgedeki 72.993 dogumda kiz oram1 % 49,1
bulunurken; diisiikk maruziyet olan bolgedeki oran 84.305 dogumda kiz oranm1 % 48,8
bulunmustur. Sonuglara gore aradaki fark anlamli ¢ikmamistir (p= 0,45). Chang ve
ark. (2006) Cin’de bor madeni ¢ikarilmasi ve islenmesinde ¢alisan 936 is¢i ve 251

kisilik kontrol grubunu dahil ettikleri ¢aligmalarinda maruziyet grubunda dogum
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cinsiyet oranin % 52,45 erkek; kontrol grubunda ise ayni oran1 % 54,35 bulmustur.
Maruziyet grubunda (n= 843) erkek ¢ocugu daha fazla olan aile oran1 % 55,52;
kontrol grubunda (n= 244) %60,31 bulunmustur (p= 0,234). Robbins ve ark. (2008)
Cin’de bor endiistrisinde ¢alisan yiiksek dozda bora maruz kalan 63 is¢i, ¢calismayan
fakat yiliksek diizeyde bora maruz kalan 39 kisinin ve kontrol grubu olarak daha az
bora maruz kalan 44 iscinin sperm Y:X kromozom oranlarint FISH yontemi
kullanarak karsilastirmislardir. Calismada yiiksek dozda maruz kalan isgilerin sperm
Y:X kromozom oranmi (0,93) konrtol grubuna (0,99) gore anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p< 0,05). Yapilan anketlerde ise yiiksek seviyede bora maruz kalan is¢i
grubunda toplam erkek ¢ocuk sayisinin daha fazla oldugu goriiliirken bu durumun
kontrol grubuna goére anlamli olmadigi sonucuna varilmistir. Zaman igerisinde bu
calisgmanin ¢ok sayida elestriri almasi nedeniyle veriler Scialli ve ark. (2010)
tarafindan tekrar degerlendirmeye almmustir. ikinci degerlendirmede Robbins ve ark.
(2008)’dan farkli olarak tiim bulgular kontrol grubuyla birlikte tek bir veri havuzu
olusturacak sekilde siralanmistir. Sonug olarak kan ve meni bor konsantrasyonlarinin
artmasina karsi sperm Y:X kromozom oraninda anlamli bir degisimin olmadig:
goriilmiistiir. Laboratuvar hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda borun erkek iireme
sistemi lizerine olumsuz etkiler gosterdigi bulunmasma ragmen; Cin’de igyeri
ortaminda yiiksek diizeyde bora maruz kalan ¢alisanlarda benzer olumsuz etkilerin

olduguna dair net bir bulgunun olmadig: vurgulanmistir.

Ulkemizde konu ile ilgili yapilan detayli arastirmalar, bor maruziyetinin
erkeklerde iireme toksisitesi olusturmadigini gostermektedir (Duydu ve ark. 2011,
Duydu ve ark., 2012). Ancak iilkemizde bor maruziyetinin erkeklerde sperm Y:X
kromozom oranlarini etkileyip etkilemedigi yoniinde bir aragtirma bulunmamaktadir.
Bu nedenle ¢alismamiz iilkemizde bu konuda yapilmis olan ilk ¢aligmadir. Diinyada
ise Robbins ve ark. (2008) tarafindan yapilmis olan benzer arastirmadan sonraki
ikinci caligma niteligindedir. Diinyada bu konuda fazla veri bulunmadigi

diisiiniildiiglinde ¢alismamiz literatiire dnemli bir katkida bulunmustur.

Arastirmamizda Bandirma Borik Asit Fabrikasi’nda ¢alisan isgilerden alinan

meni numunelerinde tespit edilen sperm Y:X kromozom oranlarinin yiiksek bor
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maruziyetinden etkilenip etkilenmedigi incelenmistir. Elde etmis oldugumuz
sonuglara gore kan bor konsantrasyonu ortalamasi1 63,56 + 43,89 ng Bor/g kan olan
kontrol grubu isgilerinin sperm Y:X kromozom oraninin, kan bor konsantrasyonu
ortalamas1 141,55 + 80,43 ng Bor/g kan olan maruziyet grubu iscilerinden
istatistiksel olarak farkli olmadigi (p> 0,05) bulundu (Cizelge 3.4 ve 3.5). Buna ilave
olarak kan bor konsantrasyonu ile sperm Y:X kromozom orani arasinda anlamli bir
korelasyonun olmadig1 da tespit edildi (Cizelge 3.5). Kan bor konsantrasyonun,
maruz kalinan bor miktarinin en énemli biyogdstergesi (exposure biomarker) oldugu
goz oOniinde bulunduruldugunda; yiiksek seviyedeki bor maruziyetinin erkek
gontillillerdeki sperm Y:X kromozom oranini etkilemedigi goriilmektedir. Diger
taraftan, yapmis oldugumuz c¢alismada sperm Y:X kromozom oranlarinin erkek
goniillilerin  menilerinde tespit edilen bor konsantrasyonlarindan etkilenip
etkilenmedigi de arastirilmistir. Elde etmis oldugumuz sonuglara gore meni bor
konsantrasyonu ortalamas1 1127,78 + 1713,97 ng Bor/g meni olan kontrol grubu
is¢ilerinin sperm Y:X kromozom oranlarinin, meni bor konsantrasyonu ortalamasi
1703 + 1895,09 ng Bor/g meni olan maruziyet grubu is¢ilerinden istatistiksel olarak
farkl (p> 0,05) olmadigi bulundu (Cizelge 3.4 ve 3.5). Buna ilave olarak meni bor
konsantrasyonu ile sperm Y:X kromozom oranlar1 arasinda anlamli bir korelasyonun
olmadigi tespit edildi (Cizelge 3.5). Bu son derece énemli bir bulgu olarak karsimiza

cikmaktadir.

Cizelge 4.1. Borun menide birikme orani.

Meni Bor / Kan Bor Menide birikme oram
Kontrol grubu (n=77) 1127,78 /63,56 17,73
Maruziyet grubu (n= 86) 1703 /141,55 12,03

Cizelge 4.1°de borun kontrol grubundaki meni oOrneklerinde ortalama 17,73 Kat,
maruziyet grubundaki meni 6rneklerinde ise ortalama 12,03 kat biriktigi (konsantre)
gorilmektedir. Bu yiiksek orandaki birikme egilimi menide oldukga yiiksek bor
konsantrasyonlarinin olugsmasina sebep olmaktadir. Ancak meni 6rneklerinde olusan
bu yiiksek bor konsantrasyonlarina ragmen sperm Y:X kromozom oranlarinin

etkilenmedigi bulundu (Cizelge 3.5).
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Calismamizda kontrol ve maruziyet grubundaki isgilere ait gocuklarin erkek
ve kiz sayilar1 da karsilastirilmistir (Grafik 3.10 ve Cizelge 3.3). istatistiksel analiz
sonucunda, kontrol ve maruziyet grubunda yer alan goniilliilerin erkek ve kiz ¢ocuk

sayilarmnin biribirinden anlamli bir farklilik géstermedigi bulundu (y?; p> 0,05).
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5. SONUC VE ONERILER

Avrupa Birligi, “General Classification and Labeling Requirements for
Dangerous Substances and Preparations (67/548/EEC)” kapsaminda borik asit ve
sodyum boratlari hayvan deneylerinde yiiksek dozlarda ortaya c¢ikan {ireme
fonksiyonu iizerindeki toksik etkileri nedeniyle kategori 2 altinda siniflandirmustir.
Sonradan yonetmelikler arasinda yapilan uyumlastirmalar neticesinde, su anda borik
asit ve sodyum boratlar CLP yonetmeligine gore kategori 1B altinda “presumed
human reproductive toxicant” olarak siniflandirilmaktadir. Yonetmelik kategori 1A
ve 1B altinda simiflanmis olan kimyasal maddelerin kullaniminin izne tabi olmasini
(authorization) gerektirmektedir. Bu gereklilik nedeni ile su anda borik asit ve
sodyum boratlar ‘“‘authorization” i¢in aday kimyasal maddeler listesinde yer

almaktadir.

Bu gelismeler devam ederken Avrupa Birligi “WA. Robbins ve
arkadaslarinin” 2008 yilinda yayinlamis oldugu bir arastirma sonucunu temel alarak,
yiiksek diizeyde bor maruziyetinin erkek sperm hiicrelerindeki Y:X kromozom
oranint X kromozomunun lehine bozdugunu giindeme getirmislerdir. Bor
maruziyetinin yiiksek oldugu boélgelerde kiz ¢ocuk dogumlarinin erkek cocuk
dogumlarina gore daha fazla oldugu ve bu durumun da bor maruziyetinin istenmeyen

onemli etkilerinden biri oldugu vurgulanmustir.

CLP yonetmeligi kapsaminda borik asit ve sodyum boratlarin yukaridaki
sekilde smiflandirilmis (kategori 1B) olmasi ve sperm Y:X kromozom oraninin bor
maruziyeti ile etkileniyor olmasi seklinde yeni ortaya atilmis olan iddialar, iilkemizde
tiretilmekte olan bor iriinlerinin pazarlanmasinda onemli sikintilar1 beraberinde
getirmektedir. Konuya bu agidan yaklasildiginda bu doktora tezi kapsaminda yapilan

calismanin onemi bir kat daha artmaktadir.
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Bu doktora tez ¢aligmasi neticesinde is yeri ortaminda yiiksek diizeyde bor
maruziyetinin erkeklerde sperm Y:X kromozom oranini degistirmedigi ve maruz
kalan kisilerde kiz ¢ocuk sayisinin erkek ¢ocuk sayisina gore farklilik gostermedigi
bulundu. Bu sonug, Avrupa Birligi’nin bu konudaki iddiasinin dogru olmadigini agik

bir sekilde gostermektedir.
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OZET

Bor Maruziyetinin Insanlarin Ureme Fonksiyonlari Uzerindeki Toksik Etkilerinin
Incelenmesi

Bor, atom numarasi 5, atom agirligi 10.81 g/mol, kimyasal sembolii B ile gdsterilen bir 3A
grubu elementidir. Oksijen ve diger elementlerle olusturdugu bilesiklere borat denir. Dogada
230 ¢esit bor minerali vardir. Genellikle sodyum (Na), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) gibi
metallerle bilesikler halinde bulunur. Kolemanit, iileksit, tinkal gibi kalsiyum veya sodyum
boratlar en 6nemlileridir. Bu bor bilesikleri dogada su ile ¢oziinerek borik asit formuna
doniisiir. Bor bilesiklerinin oral alim sonucu fizyolojik sivilarda (kan, idrar, vb) gozlenen
formu borik asittir. Borik asit ve sodyum boratlar iilkemizin en dnemli madencilik ihracat
iiriinlerindendir. Borun bitkiler igin esansiyel oldugu bilinmekte; insanlar i¢in de esansiyel
olabilecegini destekleyen ¢alismalar olmasina ragmen bu durum heniiz tartismahdir. Borik
asit ve sodyum boratlarin hayvan deneylerinde yiiksek dozlarda iireme sistemi {izerinde
toksik etkileri oldugu goriilmiistiir. Insanlarda bor maruziyeti ile iliskili reprodiiktif veriler
son derece kisithdir.

Bu doktora tez ¢alismasinda yiiksek seviyede bora (borik asit ve sodyum borat) maruz
kalmis olan erkek is¢ilerin sperm hiicrelerindeki Y:X kromozom oranlar1 floresan in situ
hibridizasyon (FISH) yontemi kullanilarak incelendi. Bu yontemle, maruziyet ve kontrol
grubu sperm orneklerindeki Y:X kromozom oranlar1 karsilastirildi.

Iscilerin biyolojik sivilarindaki bor seviyeleri (kan, meni ve idrar) ve sperm Y:X kromozom
orani arasindaki korelasyon anlamli bulunmadi. Sperm Y:X orani yeniden olusturulmus
kontrol, diisiik, orta ve yiiksek maruziyet gruplariyla karsilagtirildiginda sonuglar anlamli
bulunmadi. Ayrica maruziyet ve kontrol gruplarinin ¢ocuklarinin cinsiyet oranlart (erkek
cocuk sayis1 ve kiz ¢ocuk sayisi) arasindaki fark anlamli bulunmadi.

Anahtar Kelimeler: Bor, Erkek:kiz dogum cinsiyet orani, Floresan in situ hibridizasyon
(FISH), Sperm kromozom Y:X orani, Ureme toksisitesi.
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SUMMARY

Evaluation of Toxic Effects of Boron Exposure on Human Reproductive Function

Boron is a group 3A element with atomic number of 5, atomic weight of 10.81 g/mol, and a
chemical symbol of B. The compounds with oxygen and other elements (K, Na, etc.) are
called borates. There are 230 types of boron minerals found in nature. Colemanite, ulexite
and tincal are the most common forms of sodium/calcium borates. Boron compounds when
solve in water transforms to boric acid. Boric acid is the detected form of borates in
biological fluids (blood, urine etc.) when ingested. Sodium borates and boric acid are among
the most important exportation products of Turkey. It is well known that boric acid is
essential for plants. However the essentiality of boric acid for humans is still under
negotiation. Boric acid and sodium borates have been considered as being toxic to
reproductive system in animal experiments. Reproductive data of boron exposure is very
limited.

The ratio of Y:X chromosome in semen samples of occupationally boron exposed male
workers were investigated by using fluorescence in situ hybridization (FISH) assay in this
doctoral thesis. The Y:X ratios determined in the boron exposed group were compared with
the Y:X ratios determined in the control group in order to assess the boron mediated effects
on the Y:X ratio.

The correlation between the Y:X ration and the boron concentrations in biological fluids
(semen, blood and urine) were statistically not significant. On the other hand, the Y:X sperm
ratios were compared between the re-constituted control, low, medium and high-exposure
groups. However the difference in Y:X ratios between the exposed and control groups were
again statistically not significant. Additionally, the offspring sex ratios at birth in exposure
and control group (the number of boys and girls) was statistically not different from each
other.

Key words: Boron, Flourescence in situ hybridization (FISH), Male:female birth sex ratio,
Reproductive toxicity, Sperm kromozom Y: X ratio.
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