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Diizeyleri ve ®-3 Yag Asitlerinin Koruyucu Etkisi
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OZET

Amag: Biyokimyasal diizeyde yapmis oldugumuz bu c¢alismada, formaldehit toksisitesinin testisler tizerindeki etkilerinin incelenmesi amaglandi.
Bunun yani sira, bu toksisiteye kars1 omega-3 yag asitlerinin olas1 antioksidan etkileri de degerlendirildi..

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda, toplam 21 adet Wistar-Albino cinsi erigkin erkek sigan ii¢ esit gruba ayrildi. I. gruptaki siganlar kontrol olarak
kullanildi. II. gruptaki hayvanlara giin asir1 olarak ve de intraperitoneal yolla formaldehit enjekte edildi. Son gruptaki siganlara ise formaldehit
enjeksiyonu ile birlikte intragastrik gavaj yoluyla ve giinliik olarak omega-3 yag asiti (Marincap kapsiil®) verildi. 14 giinlilk uygulama periyodu
sonunda biitiin hayvanlar dekapite edilerek testisleri ¢ikartildi. Daha sonra testis doku Orneklerine ait siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivasyonlari ile malondialdehit (MDA) diizeyleri spektrofotometrik olarak belirlendi.

Bulgular: Sadece formaldehit verilen gruba ait biyokimyasal degerler incelendiginde, testis SOD ve GSH-Px enzim aktivasyonlarinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir bigimde azalmis oldugu, MDA diizeylerinin ise yine anlamli bir sekilde yiikseldigi goriildi. Diger yandan,
formaldehit uygulamasi ile birlikte omega-3 yag asiti verilen siganlarda, testis doku drneklerine ait SOD ve GSH-Px enzim degerlerinin arttigi, MDA
seviyelerinin de azaldig: tespit edildi.

Sonug: Siganlar iizerinde gergeklestirmis oldugumuz bu ¢alismada, deneysel formaldehit toksisitesi sonucu testislerde meydana gelen oksidatif doku
hasarinin omega-3 yag asitleri tarafindan engellendigi biyokimyasal olarak ortaya kondu.©2008, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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ABSTRACT

Testicular SOD, GSH-Px and MDA Levels in Experimental Toxicity of Formaldehyde and Protective Effect of -3 Fatty
Acids

Objective: In this study, it was aimed to investigate the effects of formaldehyde toxicity on the testes at biochemical level. Potential antioxidant
effects of -3 fatty acids against these toxic effects were also evaluated. Materials and

Materials and Methods: In our study, a total of 21 adult male Wistar rats were divided into three equal groups. Rats in group I were used as control.
Rats in group II were injected intraperitoneally with formaldehyde every other day while the other ones received w-3 fatty acids daily via intragastric
gavage (Marincap capsule®) with injections of formaldehyde. At the end of 14-days experimental period, all animals were killed by decapitation and
their testes were removed. Afterwards, the activites of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px), and the level of
malondialdehyde (MDA) in testicular tissue specimens were determined spectrophotometrically.

Results: Biochemical values of group-treated formaldehyde alone showed that the enzymatic activities of testicular SOD and GSH-Px were
significantly decreased compared to control values, while testicular MDA levels were significantly increased. On the other hand, it was found that
there were increases in SOD and GSH-Px enzyme activities, and decreases in MDA levels in testis specimens of rats administered ®-3 fatty acids with
exposure of formaldehyde.

Conclusions: In this study performed on rats, it was determined biochemically that oxidative tissue damage in testes resulting from experimental
toxicity of formaldehyde was prevented by omega-3 fatty acids.. ©2008, , Firat University, Medical Faculty
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Formaldehit (HCHO); renksiz, keskin kokulu ve suda ¢ok iyi Formaldehit firetiminin yapildigi ya da kullamldig

goziinen bir aldehittir. Oda sicaklifinda rahatlikla gaz haline endiistriyel alanlardaki meslek gruplari ile tip laboratuarlarinda
doniigebilen bu madde kuvvetli bir elektrofilik 6zellige sahiptir. calisan kisiler bu kimyasal maddenin olumsuz etkileri ile karst
Organizmaya disaridan alman formaldehit viicut igerisinde karstya kalmaktadirlar. Yapilan deneysel arastirmalarla
depo edilmez. Formaldehit dehidrogenaz (FDH) enzimi kanserojenik oldugu vurgulanan formaldehitin, solunum
aracilifiyla karaciger ve eritrositlerde formik asite metabolize sistemi, sinir sistemi ve sindirim sistemi gibi birgok sistem
olan bu kimyasal ajan idrar ve diski yoluyla ya da tizerinde zararli etkiler gosterdigi ortaya konmustur (1-7).
karbondioksite okside olarak solunum yoluyla atilir (1,2). Ureme sistemi iizerinde de olumsuz etkiler gdsteren

formaldehitin, germinal hiicrelere zarar verdigi ve fertilite
problemlerine yol agtig1 bildirilmistir (8).
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Deney hayvanlari iizerinde gergeklestirilmis olan
caligmalarda, formaldehit maruziyetinin testis morfolojik
yapisint  bozdugu, sperm sayist ve serum  testosteron
diizeylerinde de bir azalmaya neden oldugu ifade edilmistir (9—
).

Dokozaheksanoik asit (DHA) ve eikozapentaenoik asit
(EPA) ve o-linolenik asit (ALA) omega-3 yag asitleri olarak
bilinir. Balik yaginda bol miktarda bulunan DHA ve EPA uzun
zincirli ¢oklu doymamus yag asitleri (PUFA) tyelerindendir
(12). Omega-3 yag asitleri hiicre membraninin yapisina katilan
esansiyel yag asitleridir ve hiicrenin normal fonksiyonlarini
stirdiirebilmesi i¢in gereklidir (13,14). Bunun yan1 sira, omega-
3 yag asitlerinin antioksidan, antienflamatuar ve antihipertansif
ozelliklere de sahip oldugu daha once yapilmis olan deneysel
¢aligmalarda bildirilmistir (6,15-18).

Bu yiizden, siganlar iizerinde ger¢eklestirmis oldugumuz
bu calismada, testisler iizerindeki formaldehit toksisitesi ve bu
toksisiteye karsi omega-3 yag asitlerinin koruyucu etkisi
biyokimyasal diizeyde incelenmistir.

GEREC ve YONTEM

Arastirmamizda, ortalama agirliklart 310 ile 320 gr arasinda
degisen Wistar-Albino cinsi erkek siganlar kullanildi.
Toplamda 21 adet olan siganlar ii¢ esit gruba ayrildi. Kontrol
grubu olarak diizenlenen hayvanlara (Grup I) giin asir1 olarak
ve intraperitoneal (i.p) yolla sadece serum fizyolojik enjekte
edildi. Grup II’ye ait olan siganlara ise, yine giin asir1 olarak ve
serum fizyolojik ile 1/10 oraninda sulandirilmis 10 mg/kg
dozundaki formaldehit i.p olarak uygulandi. Grup II’deki
sicanlara da giin asir1 olarak enjekte edilen formaldehitin yani
sira, 400 mg/kg dozundaki omega-3 yag asiti (Marincap
kapsiil®) intragastrik gavaj yoluyla giinliik olarak verildi.

14 giinliik uygulama periyodu sonunda biitiin hayvanlar
dekapitasyon yontemiyle oOldiriildi. Siganlarin testisleri
¢ikartilarak ¢evre dokulardan temizlendi. Elde edilen testis
doku o&rnekleri soguk (+4 °C) 0.15 M’lik potasyum kloriir
(KCI) ile yikand1 ve kurutma kagidi ile kurutuldu. Daha sonra
dokular homojenizator ile (Ultra Turrax Type T25-B, IKA
Labortechnic, Germany) 0.15 M’lik KCI ¢dzeltisi iginde 16000
rpm’de 3 dakika homojenize edildi. Homojenizasyon bir buz
kabinin icerisinde gergeklestirildi. Homojenat 5000 g’de 1 saat
(+4°C’de) santrifiijjlenerek siipernatan elde edildi ve analiz
zamanina kadar (1 hafta) —40 °C’de bekletildi. SOD, GSH-Px
enzim aktiviteleri siipernatantta, MDA diizeyleri ise
homojenatta spektrofotometrik olarak tayin edildi.

SOD tayini: SOD enzim degerleri Sun ve ark. (19)’nin
modifiye ettigi metotla belirlendi. Bu metodun prensibi
nitroblue tetrazolium’un (NBT) siiperoksit {ireticisi olan
ksantin-ksantinoksidaz sistemi tarafindan indirgenmesi esasina
dayanmaktadir. Calismamizda SOD aktivitesi {inite/gram (U/g)
doku proteini olarak ifade edildi.

GSH-Px tayini: GSH-Px aktivitesi Paglia ve ark. (20)’nin
metoduna gore calisildi. GSH-Px hidrojen peroksit varliginda
redilkte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG)
yiikseltgenmesini katalize eder. Hidrojen peroksidin bulundugu
ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve
NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi,
NADPH’m NADP+’ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans
azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla hesapland: ve {inite/gram
(U/g) doku proteini seklinde belirtildi.
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MDA tayini: Lipid peroksidasyon 6l¢iim metodu olan
Esterbauer metodu uygulanarak yapildi (21). Tiyobarbutirik
asit ile 90-95°C’de reaksiyona giren malondialdehit, pembe
renkli kromojen olusturmaktadir. On bes dakika sonra hizla
sogutulan numunelerin absorbanslart 532 nm’de spektrofoto-
metrik olarak okundu. Sonuglar nmol/g doku proteini olarak
ifade edildi.

Doku  protein  tayini: Doku  Orneklerine  ait
homojenatlardaki protein diizeyi Lowry ve ark. (22)'nin
belirlemis oldugu yontemle gergeklestirildi.

Istatistiksel analiz: Biyokimyasal parametre sonuglarmnin
(SOD, GSH-Px ve MDA) analizi i¢in “SPSS 11.0 for
Windows” istatistik programu kullanildi. Gruplarin dagilimlari,
non-parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov
Test ile degerlendirildi. Gruplar normal dagilim gosterdiginden
degerlerin karsilagtirilmasinda parametrik testlerden one-way
ANOVA ve Post Hoc testlerden LSD kullanildi. Istatistiksel
anlamlilik i¢in p<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Siganlar iizerinde gerceklestirmis oldugumuz bu c¢alismada,
antioksidan savunma sisteminin enzimlerinden olan SOD ve
GSH-Px aktiviteleri spektrofotometrik olarak belirlendi. Bunun
yani sira, lipid peroksidasyonu sonucu olusan ve oksidatif
hasarin ortaya konulmasinda o6nemli bir parametre olarak
kullanilan MDA diizeyleri de yine ayn1 yontemle &l¢iildii.

Sistemik olarak formaldehite maruz kalan sicanlarda,
testis dokusuna ait SOD ve GSH-Px aktiviteleri kontrol
grubuna ait degerler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml1 bir sekilde azalmis oldugu tespit edildi (p<0.05). Diger
taraftan, formaldehit enjeksiyonu sonucu testis MDA
seviyelerinin ise yine kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttig1 goriildii (p<0.05). Formaldehit
maruziyetinin yani sira omega-3 yag asitleri verilen hayvanlara
ait biyokimyasal degerler incelendiginde ise, testikiiler SOD ve
GSH-Px degerlerinin yiikseldigi, MDA seviyelerinin de
diistiigii belirlendi (p<0.05) (Sekil 1-3).
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Sekil 1. Formaldehitin (FA) antioksidatif savunma sistemlerini
olumsuz etkiledigi, omega-3 yag asitlerinin (w-3) ise bu olumsuz

etkiyi ortadan kaldirdigini gdsteren testis dokusu suUperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktivasyon degerleri.
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Sekil 2. GSH-Px'in testis dokusundaki aktivasyonu formaldehit
(FA) toksisitesinde 6nemli 6l¢ctide duserken, omega-3 yag asitleri
(w-3) uygulanmis siganlarda ise kontrol seviyeleri kadar olmasa
da yuksek aktivasyon degerlerinde bulunmaktadir.
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Sekil 3. Formaldehit (FA), sican testis dokusunda lipid
peroksidasyonun gostergesi olan malondialdehit (MDA)
dlzeylerinde artisa yol agmakta, omega-3 yag asitleri (w-3) ise
gugli antioksidatif etkisi ile bu artisi 6nleyerek kontrol
seviyelerinde tutmaktadir.

TARTISMA

Formaldehit nonenzimatik yolla protein, DNA, RNA ve
doymamis yag asitleri ile giliglii bir sekilde birlesme
egilimindedir. Bu birlesme, allerjik reaksiyon, sitotoksisite,
genotoksisite, mutajenik ve kanserojenik etkilerin goriilmesine
neden olmaktadir (1,2).

Formaldehit toksisitesinden etkilenen sistemlerden biride
tireme sistemidir. Her iki cinste de fertilite problemlerine yol
actig1 belirlenen formaldehitin germinal hiicrelere zarar verdigi
ortaya konmustur (8). Teratojenik karaktere sahip olan
formaldehitin kadinlarda menstruel fonksiyonlar1 bozdugu ve
spontan diisiiklere neden oldugu bildirilmistir (23,24). Yine
deneysel olarak yapilan caligmalarda, formaldehitin erkek
iireme sistemi iizerindeki olumsuz etkileri de ortaya konmustur.
Formaldehit maruziyetinin testis morfolojik yapisinda degisik-
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liklere neden oldugu ve kan testosteron diizeylerini diisiirdiigi
belirtilmistir (9-11,25-27).

Viicutta meydana gelen fizyolojik islevler sirasinda ya da
patolojik bir siire¢ igerisinde ortaya ¢ikan serbest radikaller ile
antioksidan sistem arasindaki dengenin serbest radikaller
tarafina kaymasi sonucu oksidatif hasar ortaya cikar.
Organizma oksidatif hasara kars1 kendini enzimatik ve non-
enzimatik antioksidan sistem ve molekiillerle korur. SOD ve
GSH-Px hiicre diizeyinde etkili olan antioksidan enzimler-
dendir (28).

Biyokimyasal diizeyde yapmis oldugumuz bu calismada
da, testis dokusundaki antioksidan savunma sisteminin
formaldehit maruziyeti sonucu bozuldugu gosterilmistir. Bir
baska ifadeyle, formaldehit enjeksiyonu yapilan siganlarda
testis SOD ve GSH-Px enzim aktivasyonlarmin azaldig: tespit
edilmistir. Ayrica calismamizda, formaldehit uygulamasinin
testis MDA seviyelerinde artisa neden oldugu da ortaya
konmustur. MDA diizeyindeki bu artis ise, formaldehit
enjeksiyonunun testislerde oksidatif hasara yol agtigimi ifade
etmektedir.

Benzer sekilde, daha 6nce siganlar ve fareler iizerinde
gerceklestirilmis arastirmalarda da formaldehit maruziyetinin
testis SOD ve GSH-Px degerlerinde azalmaya, MDA seviye-
lerinde ise artisa neden oldugu belirtilmistir (25,26). Bunun
yan1 sira, formaldehitin diger dokularda da oksidatif hasara yol
actig1 yapilan galigmalarda bildirilmistir (6,17,18).

Balik yaginda bol miktarda bulunan omega-3 yag
asitlerinin (DHA, EPA ve ALA), antienflamatuar ve
antihipertansif 06zelliklere sahip oldugu ve bu nedenle
organizma i¢in koruyucu oldugu ifade edilmistir (15,16,29).
Daha 6nce yapilmis olan deneysel ¢alismalarda, omega-3 yag
asitlerinin oksidatif hasara karsi da koruyucu etkilerinin oldugu
bildirilmistir (29). Lonergan ve ark. (30) siganlar iizerinde
yapmis olduklari ¢aligmalarinda, gama radyasyon maruziyeti
ile hipokampusta olusan noronal hasar iizerine EPA’nin
koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir. Yine, Martin ve ark.
(31) radyasyon ve yashliga bagli olarak beyinde meydana
gelen apoptotik degisiklikler lizerine EPA’nin diizeltici etki-
sinin oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde biz de daha
once yapmis oldugumuz arastirmalarda, formaldehit maruzi-
yetine bagli olarak prefrontal korteks, akciger ve bdbreklerde
olusan oksidatif hasarin omega-3 yag asitleri tarafindan
6nlendigini ortaya koyduk (6,17,18).

Organizmaya ait biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller;
membran fosfolipitlerindeki PUFA (¢oklu doymamis yag
asitleri) varligi nedeniyle oksidatif ataklara duyarlidir. PUFA,
hiicresel fonksiyonun yapilabilmesi ve ozellikle hiicre mem-
brani, endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi hayati 6neme
sahip organeller igin gereklidir. Omega-3 yag asitleri olarak
bilinen DHA ve EPA da PUFA iiyelerinden olan yag asitleridir.
Bu nedenle; omega-3 yag asitlerinin, oksidatif siire¢ icerisine
giren dokudaki azalmaya yiiz tutmus PUFA yerine gecmek
suretiyle koruyucu etkisini gosterdigi ileri siiriilmiistiir (32-34).

Yapmis oldugumuz bu c¢alismada da, formaldehit
maruziyetiyle birlikte omega-3 yag asitleri verilen siganlarda,
testis SOD ve GSH-Px enzim degerlerinin arttigi, MDA
diizeylerinin ise azaldigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak,
biyokimyasal diizeyde elde etmis oldugumuz bu veriler,
formaldehit uygulamast sonucu testislerde olusan oksidatif
doku hasarinin omega-3 yag asitleri tarafindan 6nlendigini
ortaya koymustur.
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