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Dogal Kosullarda Elde Edilen Aliiminyumun Akkaraman Koglarinda Digtik
Dozlarda In Vitro Spermatolojik Parametreler Uzerine Etkisi

Abdulkadir Kaya!, Omer Varsl!, Hiisamettin Ekici®, Sedat Hamdi Kizil'

Kirikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dal, Kirikkale/TURKIYE
*Kirikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Kirikkale/ TURKIYE

Anahtar Kelimeler: oz
aliiminyum Altiminyum dogada en ¢ok bulunan t¢lnci element olmast kullanim alanint yayginlastrmustir. Ucuz
ls{lzzrma olmast, kolay sekil verilebilmesi, 1stya dayantkliligi ve patlak yiizey yapist nedeniyle pisirme triint ola-
1s1 etkisi rak kullanimint tercih edilmektedir. Bu nedenle aliiminyum bazli firin tepsileri, folyolar ve caydanliklar
toksikasyon yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak aliminyumun ytiksek 1silara maruz birakilmast yizeyde kopmalara
Key Words:: ve gidalara aliminyum geg¢isine neden olmaktadir. Yapilan ¢alismada 10 gram aliminyum folyo 1 litre
aluminum distile su icerisinde 180 °C de 2 saat siireyle tutulmustur. Boylece normal kosullar altinda suya altimin-
e yum gegisi saglanmistir. Elde edilen suyun farkli oranlarda buharlastirilmast ile farklt dozlarda alimin-
ﬁrézts Effect yumlu distile su elde edilmistir. Elde edilen suyun sperma tizerine etkisini incelemek igin Kirtkkale Uni-
poisoning versitesi Veteriner Fakiltesi’ne ait 2 adet Akkaraman kogundan elektro-ejakiilator ile elde edilen sperma
kullanidmistir. Distile su ve farkli oranlardaki aliminyumlu su ile PBS soltisyonu hazitlanmustir. Deney
Gelis Tarihi  :20.11.2019 gruplart G-1 (kontrol), G-2 (aliminyumlu su) G-3 (%50 konsantre aliiminyumlu su) ve G-4 (%75 kon-
Kabul Tarihi : 25.05.2020 santre aliiminyumlu su) olacak sekilde olusturulmustur. Sperma 50x10°/ml spermatozoa olarak sekilde
R%gglgﬁgﬁu :: %Zé)§622020 grup sulandiricilari ile sulandirildi ve 37 °C de su banyosunda inkubasyona birakildi. Ttm gruplar 0, 2,

4, 6. saatlerde motilite, canlilik ve mitokondriyal membran potansiyeli agisindan degerlendirildi. Gruplar

Sorumlu Yazar: arasindaki fark istatiksel olarak degerlendirildi ve gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05)
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ABSTRACT

Aluminum is the third most common element in nature and has expanded its use. It is widely used
as a cooking product because it is cheap, easy to shape, heat resistance and glossy surface structure.
Therefore aluminum-based oven trays, foils and teapots are widely used. Exposure of aluminum to high
temperatures causes micro surface cracking and aluminum migrates to foods. In this study, 10 grams
aluminum foil in 1 liter distilled water was boiled at 180 ° C for 2 hours, because of realizing aluminum
transition to water in under normal conditions. The distilled water including different aluminum doses
were obtained by evaporating of which. The semen was obtained from 2 Akkarman rams by electro-
cjaculator. Rams were housed in Kirikkale University Veterinary Faculty Facilities. PBS solution was
prepared with distilled water which has got different amounts of aluminum. The experimental groups
were conducted as G-1 (control), G-2 (aluminum water) G-3 (50% concentrated water with aluminum)
and G-4 (75% concentrated water with aluminum). Semen was added to the groups as 50x106 / ml
spermatozoa. The groups were incubated in a water bath at 37 © C. All groups were evaluated for
motility, viability and mitochondrial membrane potential at 0, 2, 4, 6 hours. There was no statistically
significant difference between the groups. In this study, it was determined that low doses of aluminum
had no direct toxic effect on spermatological parameters in vitro. However, it has been considered that
long-term intake of aluminum at low doses may have toxic effects.

GIRIS kolay islenebilmesi sebebiyle sanayi ve gida sektériinde yaygin
kullanim alani bulmustur. Aliminyum saklama kaplart, alimin-
yum folyolar, aliminyum teneke kutular, fast food trtinlerinde
kullanilmasi ile 21. Yiizyilda gida ile temast en fazla kullanilan
metal haline gelmistir (2). Gidalarin saklanmast, 6zellikle pisir-
me Urind olarak kullanilan altiminyum kaplarin yiksek 1stya
maruz kalmasi sebebiyle icinde bulundurdugu gidaya yogun
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Aliminyumun oral olarak alimimnin uzun yillar boyunca
toksik etkiye sahip olamayacagi gorisii ve insanlarin alimin-
yuma maruziyetinin disiik oldugu distincest ile toksik etkisi
hakkinda detayli bir ¢alisma yapilmamustir (1). Aliminyumun
ucuza mal edilmesi, geri dénistirilebilir olmasi, yumugak ve
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olarak alliminyum gecisi olabilmektedir. Aliminyum emilimi
pisirilen gidanin asidik veya bazik karaktere sahip olmasi ile
daha fazla olmaktadir (3, 4). Yapilan calismalar glinlik alimin-
yum aliminin 2 ila 3 miligram arasinda degistigini bireysel fark-
liliklar g6z 6ntinde bulunduruldugunda 10 miligram kadar olan
aliminyum alimint olabilmektedir (5,6). Aliminyuma 6zellik-
le serbest element olarak degil farkli bilesikler halinde maruz
kalindig1 belirlenmistir. Aliminyum laktat, aliminyum klortr,
aliminyum hidroksit gibi farkli aliminyum bilesiklerinin etki
derecesi de birbirlerinden farkli olmaktadir. Ozellikle gida yolu
ile aliminyum alinimi disiik dozlar halinde ve uzun streli
(kronik) etkilere sebep olmaktadir (7). Yiksek veya diisitk doz
aliminyum alimlarinin akut ve kronik dénemde etkileri degis-
kenlik gostermektedir (8). Yapilan calismalarda aliminyum
alimi sinir sistemi, dolasim ve tiro-genital olmak tizere bircok
sisteme olumsuz etkisi bulunmaktadir (9, 10, 11). Alinan ali-
minyum beyin, kalp, bébrek ve kemik dokuda birikime sebep
olmaktadir (12). Kronik olarak aliiminyuma maruz kalmanin
bébrek ve beyin dokuda morfolojik degisimlere sebep oldugu
gosterilmistir (13).Ureme iizerine etkisini inceleyen bir ¢alisma-
da ratlarda gebelik doneminde 20mg/kg subkutan altiminyum
klortriin aborta ve fotal anomalilere sebep olmaktadir. Erkek
ratlarda 4.3 mg/kg subkutan veya intratestikiler aliminyum
klortir enjeksiyonlart testislerde agirlik kaybi, paransim doku-
sunun proliferasyonuna ve sperm canliliginin azalmasina se-
bep oldugu gosterilmistir (14). Ayrica erkek tavsanlarda sperm
parametrelerine olan etkisini incelemek amaciyla 10 mM ve
15mM oranlarinda Altiminyum klorit in vitro olarak tavsan
spermasinda motilite ve sperm canliliginin azalmasina sebep
olmustur. (15). Fakat dogal sartlarda aliminyumun maruziye-
ni situmiile edip androlojik etkilerini inceleyen bir ¢alisma ya-
pilmamistir. Bu amagla altiminyuma dogal maruziyet kosullari
simile edilerek, aliminyumun ko¢ spermasina etkisi in vitro
olarak incelenmistit.

GEREC ve YONTEM
Aliiminyumun Elde Edilmesi

Gidalarin pisirilmesinde yaygin olarak kullanilan aliminyum
folyo altiminyum kaynagi olarak kullandmistir. 10 gram ali-
minyum folyo parcalanarak 1 litre distile su icerisine atildr. Ald-
minyum folyolu distile su, 180 °C de etiv icetisinde 2 saat kay-
natilirak aliiminyum folyolar stiziildi ve 0.22 um lik membran
filtrelerden gecirildi. Daha sonra elde edilen su %50 ve %75
oraninda buharlastirilarak farklt dozlarda alliminyum iceren su

elde edildi.
Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Elde edilen altiminyumlu su dozlart Kirikkale Merkezi Arag-
tirma Laboratuvarinda bulunan ICP-OIS cihaz ile icerdi-
gl aliiminyum miktart belirlendi. Bu sular kullanilarak PBS
(Phosphate Buffer Saline,Molekiiler Formil: CIZH3K2Na-
308P2, Katolog no: P4417-50TAB, Sigma-Aldrich) hazirlandu.
Boylece deney gruplari; Grup-1: Distile su ile hazirlanmis PBS,
Grup-2: Aliminyumlu su ile hazirlanmis PBS, Grup-3: %50
buharlastirdmis aliminyumlu su ile hazirlanmis PBS, Grup-4:
%75 buharlastirilmis aliminyumlu su ile hazirlanmis PBS ola-
rak olusturuldu. Soliisyonlar kullanilincaya kadar +4 °C sak-
land.

Spermanin Elde Edilmesi ve Deneme Prosediirii

Sperma elde etmek icin Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiil-
tesine ait 2 adet Akkaraman kocu kullanildt. Koclardan haftada
bir kez elektro-ejakiilatér ile alinan sperma pooling yapildiktan
sonra Thoma lamu ile yogunlugu tespit edildi. Her grup icin
50x10° /ml spermatozoon olacak sekilde sulandirici gruplart ile
sulandirildi. Ornekler 37 °C su banyosunda bekletilerek sper-
matolojik degerlendirmeler 0., 2., 4. ve 6. saatlerde gergekles-
tirildi.

Motilite Tayini

Gruplar 1sitma tablalt faz-kontrast mikroskop ile 20X biiytit-
mede stbjektif olarak gbzlemlendi. Toplamda 3 farkli alanda
spermatazoa hareket kabiliyeti yoninden incelenip motilite
orani yiizde olarak belirlendi.

Canlilik Tayini

Floresanatagmanli (Leica DM IL LED FLUO; Leica, Germany)
mikroskop kullanidarak SYBR-14 ve PI (Live-Dead Sperm
Viability Lit 1-7011; Invitrogen, Eugene, OR, USA) floresan
boyalar ile boyama yapildi. Spermalar 1-2x10°/ml olacak sekil-
de seyreltildikten sonra 50 ul sulandirilmis sperma ependorf
tiiplere konuldu, tizerine 1 pM iceren 10 pl SYBR-14 eklenip
10 dk beklendi. Soliisyon igerisine, 5 uM igeren 5 pl PI eklenip
5 dk sonra 3 ul Hancock soliisyonu ile reaksiyon durduruldu. 3
ul 6rnek lam tizerine konarak lamel kapatildi, 200 spermatozoa
sayildr. PI ile boyanip ve kirmizi floresan yayanlar 6l kabul
edildi. SYBR-14 ile boyanip ve yesil flourasan yayanlar canli
olarak kabul edildi (16).

Mitokondriyal Membran Potansiyeli (MMP)

Bu amagla JC-1 floresan boyast (M34152, Molecular Probes
Inc.) kullanildi. Spermalar 1-2x10°/ml olacak sekilde seyrel-
tildikten sonra 300 ul sulandirilan sperma tzerine 10 pl JC-
1(0.75 pg ) eklendi ve 37 °C de inkubatérde 30 dk inkube
edildi ve 3 ul Hancock soliisyonu ile reaksiyon durduruldu. Le-
ica DM IL LED FLUO; Leica, Germanyflourasan atagmanlt
mikroskop kullanilarak spermalar boyun bélgesinde turuncu
renk gosterenler yitksek mitokondriyal membran potansiyeline
sahip olarak ve boyun bélgesinde yesil floresan renk gésteren-
ler disiik mitokondriyal membran potansiyeline sahip olarak
degerlendirildi. Toplamda 200 adet spermatozoon sayidi ve

yuksek mitokondriyal membran potansiyeli yontinden yiizde
olarak belitlendi (17).

Istatistiki Analiz
Elde edilen bulgular SPSS 23 (IBM) programi kullanilarak ana-
liz edildi. Gruplar tek yonla varyans analizi (ANOVA) yontemi

karsilastirldi. Gruplar arasindaki fark Post-Hoc Tukey analiz
yontemi stniflandirildr.

BULGULAR

Hazirlanan aliiminyumlu su icerisinde bulundurdugu ali-
minyum miktart acisindan ICP-OIS ile belitlendi ve gruplar
arasinda aliminyum miktart acisindan fark bulundu (Tablo 1).

Gruplar zamana gbre motilite, canlihk ve mitokondriyal
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Tablo 1. Zamana bagl olarak aliminyumun sperm motilitesi tizerine etkisi
Table 1. Time-dependent effect of aluminum on sperm motility

Kaya, Varish, Ekici,...

Bu calismada, G-1, G-2, G-3 ve G-4 gruplarinda ali-

Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4

(Distile su)

Istatistiki

Onem

minyum miktart su sekilde tespit edilmistir; 0.28 pg/L,
75.13 ug/L, 91.49 pug/L ve 200.4 pug/L. Turkiye de icme
sularinda tavsiye edilen aliminyum miktart 50 pg/L,
izin verilen azami aliminyum miktar1 200 ug/L, Dinya

028 ug/L. 7513 pg/L 9149 ug/L 200.4 ug/L

* Saglik Orgiitii ise bu orant maksimum 100 pg/T. ola-

*Ayni satirdaki veriler arasinda p<<0.05 diizeyinde istatistiki farki gosterir

* It shows a statistical difference of p <0.05 between the data in the same row

membran potansiyeli yoniinden degerlendirilmistir. Motili-
te verileri yontinden gruplar arasinda bir farhilik tespit edile-
memistir (p>0.05) ancak 2 saat sonra gézlenen hizli motilite
distst yasanmustir (Tablo 2). Canlilik analizi sonucu gruplar
arasinda bir farklilik saptanmamustir (p>0.05, Tablo 3). Canlilik
ile benzer sekilde mitokondriyal membran potansiyeli ana-
lizi sonucu da gruplar arasinda bir farklilik saptanmamustir
(p>0.05, Tablo 4). Ancak motilite de gézlenen hizl kayip can-
lilik ve MMP’linde rastlanmamustir.

TARTISMA ve SONUC

Tablo 2. Zamana bagl olarak aliminyumun sperm motilitesi Uzerine etkisi
Table 2. Time-dependent effect of aluminum on sperm motility

rak belirlemistir (18). Ozellikle yemek pisirmede yaygin
olarak kullanilan aliminyum kaplarin ve folyolarin
kullanim: ile vicuda normalden fazla miktarlarda
aliminyum alimi olmaktadir. Yapilan bir arastirmada
aliminyum folyo sarilarak pisirilen sigir etinin 59.83 — 220.20
mg/kg arasinda aliminyum icerdigini gostermektedir. Sicaklik
degeri arttikca ve pisirme siresi uzadik¢a aliminyum emilimi
de artis gostermektedir (20). Ayrica asidik ortam aliminyumun
gidaya gecisini artirmaktadir. Yapilan baska bir ¢alismada ise
aliminyumun mide ve bagirsaklardan emilimi asidik ortamda
daha fazla artmaktadir (21). Aliminyumun toksik etkisi ki-
ciimsenemeyecek kadar fazladir. Ingiltere’nin Camelford seh-
rinde 1988 yilinda yanhslikla 20 ton aliminyum stlfatin icme
suyuna kartsmast sonucu 20.000 kisi zehirlen-
mistir. Nehirlerde kitlesel olarak balik 6lim-

leri gorilmustir. Bu olay Ingiltere tarihinin

Motilite Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Onem ¢ buytk kitlesel zehitlenmesi olarak tarihe

_ Derecesi  gecti. Akut olarak etkilenen insanlarda diyare,
n=6 . - ) e

kusma, mide kramplari, tlseratif deri dokiin-

0.saat 70.00£4.56 76.2512.39 76.25%3.14 75.00%£3.53 - tillerine sebep olmustur. Yapilan incelemeler

2.saat  48.75+2.39  50.00£2.04 56.25+3.14 52.50+2.50 - bir¢ok insanda nérolojik etkiye sebep olacak

yogunlukta beyin dokuda aliminyum birikim-

4.saat 23.75+3.14 22.50+5.20 30.00+3.53 22.50%2.50 - lere sebep oldugunu gostermistir. Sehirde gii-

6.saat 1.25%£1.25 1.25%£1.25 2.5+2.5 1.25+1.25 - nimiizde bile binlerce insan bu olay yliziinden

Veriler, ortalama deger £SEM dir. Ayni satirdaki isaretler istatistiksel olarak anlamsizdir (P>0.05)

Data are mean £ SEM. Signs on the same line are statistically insignificant (P> 0.05)

Tablo 3. Zamana bagl olarak aliminyumun canlilik tizerine etkisi
Table 3. Time-dependent effect of aluminum on sperm viability

tekerlekli sandalyeye muhtag ve hafiza proble-
mi yasamaktadir (22, 23). Gunimiizde yaygin
olarak kullandigimiz aliminyum gerek
hayvanlar gerekse bizleri zehirlemek-

tedir. Aliminyuma uzun siireli maru-
ziyetin androlojik etkisini inceleyen bir
calisma oral olarak 120 gtin boyunca su
ile verilen aliminyum trikloritin and-

Canliik  Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4  Onem Derecesi
n=6
O.saat  70.65+6.04 71.12%1.65 59.12+ 253 76.57£1.97 -
2.saat 66.55%2.94 61.45%5.77 58.62%£3.50 65.30£6.87 -
4.saat  64.42+4.53 58721578 59.65%4.84 57.22%4.53 -
6.saat  61.10£2.27 55.5524.84 66.6512.97 60.27+4.50 -

rolojik hormonlari baskiladigt ve and-
rojenik reseptorler ve icerigi mRNA
oranint dustirdigl boylece testisin ge-
lisimi, Greme fonksiyonlarinin kaybina
ve hormonal bozukluga sebep oldugu-

Veriler, ortalama deger 2SEM dir. Ayni satirdaki isaretler istatistiksel olarak anlamsizdir. (P>0.05)

Data are mean £ SEM. Signs on the same line are statistically insignificant (P> 0.05).

Tablo 4. Zamana bagl olarak aliminyumun mitokondriyal membran potansiyeli tizerine etkisi
Table 4. Time-dependent effect of aluminum on mitochondrial membrane potential

nu gostermistir (24).

Yaptigimiz ¢alismada zamana
bagli olarak motilite, canlilik ve
mitokondrial membran potan-

Membran Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4  Onem Derecesi siyeli arasinda gruplar arast bir

oo farklilk meydana gelmemistir

Potansiyeli (p>0.05). Ancak motilitede 4.

n=6 saatten sonra gozlenen yiiksek

motilite kaybinin spermatolojik

0.saat 56.76£8.22  56.15£5.67 53.20%3.71 76.8712.65 - kaliteden kaynakli olacagint dii-

2.saat 48.40£8.47 52.43+11.74 53.30+4.16 61.07£6.98 - sundirmistir. 4. saatte grup-1, 2,

a0

4saat 573741073 58.06+6.87 57.22+5.61 61.28+2.75 . f/ovz‘;‘;gi sz(‘)s,l}ol/i g‘)o'z(f’(')?f%li’e

6.saat 53.10£7.30  57.65%5.53  65.02%£1.60 064.06+2.01 -

22.50%2.50 motilite tespit edi-

Veriler, ortalama deger *SEM dir. Ayni satirdaki isaretler istatistiksel olarak anlamsizdir. (P>0.05)

Data are mean = SEM. Signs on the same line are statistically insignificant (P> 0.05).

litken, 6. saatte %1.25+1.25,
%1.25£1.25,  9%2.5%2.5  ve

MAE Vet Fak Derg, 5(2): 75-78, 2020
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%1.25%1.25 elde edilmistir. Daha 6nce kisa siireli yaptigimiz
calismalarda (20) ko¢ spermasinin 96. saat 6nemli motilite
kayb1 yasanmadan ulastigini tespit edildi. Ancak bu calisma-
da gerek elektro-ejekiilatorle sperma alinmast ve gerekse PBS
sulandirict ile sulandirtlip 37 °C’de inkiibasyonun hizli motilite
kaybina yol agtigini diistindiirmektedir. Ayn1 diigiis canlilik ve
MMP’de yasanmamistir. Motilite ile canlilik verileri arasinda
uyumsuzluk, spermatozoalarin canli olmasina ragmen hareket
kabiliyetlerini buytik 6l¢lide yitirmelerinden kaynaklanmustir.
Mikroskopik bakida spermatozoalarin biyiik kisminin sadece
hareket etmeden titredigi tespit edilmistir. Bunda altiminyumun
toksik etkiside etkili olmus olabilir. Calismada kontrol grubu
ile aliminyum gruplar arasindan bir fark olusmamasinda suya
gecen aliminyum dizeyinin 75-200 pg/L seviyelerin olmast et-
kili olmus olabilir. Bu degetler i¢me suyu i¢in kabul edilebilir
(200 ug/1.) degerler igerisinde yer almaktadir. Ozellikle Diinya
Saglik Orgiitii verilerine gére bir kisi giinde 1mg/kg dozun-
da aliminyum alimi yapabilmesi ve yapilan bir arastirmada
aliminyum folyo sarilarak pisirilen sigir etinin 59.83 — 220.20
mg/kg arasinda aliminyum icermesi yaninda elde etigimiz alu-
minyumlu su degerleri ¢cok disiik kalmaktadir. Sonuc olarak
sperma distik miktarlarda aliminyuma maruz kalmustir. Fakat
aliminyumun beyin, kan, kemik ve treme organlarinda yaptigt
birikimi distiniirsek uzun streli aliminyum aliminin sperm ka-
litesini dustirebilecegini 6ngdrebiliriz.
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