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OZET

Amag: Immunohistokimyasal diizeyde yapmis oldugumuz bu aragtirmada, testikiiler doku iizerindeki formaldehit toksisitesinin &zellikle apoptozis
yoniiyle incelenmesi amaglandi. Ayrica, bu toksisiteye kars1 omega-3 yag asitlerinin muhtemel koruyucu etkileri de degerlendirildi.

Gerec ve Yontem: Arastirmamizda kullanilan toplam 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek sicanlar ii¢ esit gruba ayrildi. Grup I (n=7)’deki siganlar
kontrol olarak kullanildi. Grup II (n=7)’deki hayvanlara giin asir1 olarak ve de intraperitoneal yolla formaldehit enjekte edildi. Grup III (n=7)’deki
siganlara ise formaldehit enjeksiyonu ile birlikte intragastrik gavaj yoluyla ve giinliik olarak omega-3 yag asiti (Marincap kapsiil®) verildi. ki haftalik
deney siiresi sonunda biitiin sicanlar dekapite edilerek testisleri ¢ikartildi. Mikroskobik incelemeler igin, testis doku ornekleri rutin histolojik
prosediirlerden gegirilerek parafine gomiildii. Elde edilen parafin bloklardan alinan kesitler apoptozis varligmm belirlenmesi amaciyla
immunohistokimyasal olarak Bax proteini ile boyandi. Hiicre sitoplazmalarinda gozlenen immunohistokimyasal Bax boyanmasimin siddeti semi-
kantitatif olarak derecelendirildi.

Bulgular: Kontrol grubu siganlarina ait testis doku kesitlerinde herhangi bir Bax boyanmasi gozlenmezken, formaldehite maruz kalan gruba ait doku
preparatlarinda siddetli derecede immunohistokimyasal Bax boyanmasmin oldugu tespit edildi. Formaldehit enjeksiyonu ile birlikte omega-3 yag
asitleri verilen siganlara ait testis doku kesitlerinde ise immunohistokimyasal Bax boyanmasmin minimal derecede oldugu goriildii.

Sonug: Immunohistokimyasal olarak gerceklestirilen bu ¢ahigma bulgularina gére, omega-3 yag asitleri formaldehitin testislerde neden oldugu
apoptozisi dnlemektedir. ©2008, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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ABSTRACT
Anti-Apoptotic Actions of Omega-3 Fatty Acids on Testes in Experimental Formaldehyde Intoxication: An

Immunohistochemical Study

Objective: In this study, which we have performed immunohistochemically, it was aimed to investigate effects of formaldehyde toxicity on the testes,
especially on apoptotic changes. Potential antioxidant effects of omega-3 fatty acids against these toxic effects were also evaluated.

Materials and Methods: A total of 21 adult male Wistar-albino rats used in our study 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 omega-3 fatty acids daily
via intragastric gavage (Marincap capsule®) with injections of formaldehyde. At the end of two-week experimental period, all animals were killed by
decapitation and their testes were removed. For light microscopic examination, tissue specimens were embedded in paraffin blocks following routine
histological procedures. Section obtained from paraffin blocks stained with Bax protein immunohistochemically for the determination of apoptosis.
The intensity of immunohistochemical Bax stain within cell cytoplasm was scored semi-quantitatively.

Results: it was found an intensive immunohistochemical Bax staining in tissue specimens of formaldehyde-exposed rats, while no staining was seen
in tissue sections of control testes. On the other hand, immunohistochemical Bax staining was observed minimally in tissue sections of testes of rats
administered with formaldehyde plus omega-3 fatty acids.

Conclusion: According to results of this study performed immunohistochemically, omega-3 fatty acids prevent apoptosis caused by formaldehyde in
the testes. ©2008, Firat University, Medical Faculty
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kokuludur. Kuvvetli bir elektrofilik 6zellige sahip olan formal-
dehit, organizmaya disaridan alindiktan sonra karacigerde ve

eritrositlerde formaldehit dehidrogenaz (FDH) katalizor-
ligiinde formik asit’e metabolize olur. Viicut icerisinde depo

Kimyasal formiili CH,O olan formaldehit birgok alanda

yaygin olarak kullanilan bir aldehit tiirevidir. Oda sicakliginda
kolaylikla gaz haline doniisebilen bu madde, renksiz ve keskin
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edilmeyen CH,0, ya formik asit’e doniigerek idrar ve feges
yoluyla ya da karbondioksit’e okside olarak solunumla atilir (1,
2).

Kanserojenik karakterde oldugu ortaya konulan CH,O;
sinir sistemi, solunum sistemi ve sindirim sistemi gibi birgok
sistem iizerinde zararli etkiler gostermektedir. Formaldehit
iretiminin  gerceklestirildigi veya kullanildigi endiistriyel
sahalardaki meslek gruplart ile tip laboratuarlarinda calisan
kisiler bu kimyasal maddenin olumsuz etkileri ile karst karsiya
kalmaktadirlar (1-7).

Ureme fonksiyonlar1 iizerinde de olumsuz etkiler
gosteren formaldehit’in, germ hiicrelerine zarar verdigi ve
fertilite problemlerine yol actigi bildirilmistir (8). Deneysel
olarak yapilan arastirmalarda, CH,O maruziyetinin testis
histolojik yapisim1 bozdugu, sperm sayisi ve kan testosteron
diizeylerini azalttig1 ortaya konmustur (9-11). Bunun yani sira,
formaldehit uygulamasinin testikiiler dokuda apoptozise de
neden oldugu ifade edilmistir (12).

Omega-3 yag asitleri olarak bilinen dokozaheksanoik asit
(DHA), eikozapentaenoik asit (EPA) ve a-linolenik asit (ALA)
hiicre membraninin yapisina katilan esansiyel yag asitleridir ve
hiicrenin  normal  fonksiyonlarmi  siirdiirebilmesi  i¢in
gereklidirler. DHA ve EPA ise uzun zincirli ¢oklu doymamis
yag asitleri (PUFA) {iyelerinden olup balik yaginda bol
miktarda bulunurlar (13-15). Daha 6nce yapilmis olan
arastirmalarda, omega-3  yag  asitlerinin  antioksidan,
antienflamatuar, antihipertansif ve antiapoptotik 6zelliklere
sahip oldugu bildirilmistir (6, 16-19).

Deneysel olarak gerceklestirmis oldugumuz bu ¢alismada
ise, testikiiler doku tlizerindeki formaldehit toksisitesi ozellikle
apoptozis yonilyle ve de immunohistokimyasal yontemler
kullanilarak incelenmistir. Ayrica ¢aligmamizda, formaldehit
toksisitesine bagli meydana gelen apoptotik degisikliklere kars1
omega-3 yag asitlerinin koruyucu etkisi de arastirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, Wistar-Albino cinsi toplam 21 adet ergin erkek
sican kullanildi. Hayvanlar 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 III’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.

iki haftalik deney siiresi sonunda biitiin hayvanlar
dekapitasyon yontemiyle o6ldiiriildii. Siganlarin  testisleri
cikartilarak ¢evre dokulardan temizlendi. Mikroskobik
incelemeler icin, testis doku ornekleri rutin histolojik
prosediirlerden gegirilerek parafine gomiildii. Elde edilen
parafin bloklardan alinan 5 mm kalinligindaki kesitler poly-L-
lysine ile kapli lamlar {izerine yerlestirildi. Daha sonra lamlar
immunohistokimyasal olarak boyandi. Immunohistokimyasal
boyama Avidin-biyotin-peroksidaz yontemi (ABC Metodu) ile
gergeklestirildi. Primer antikor olarak Bax monoklonal IgGl
kullanildi. Bu islemlerden gegirilerek boyanan testis doku
kesitleri  Olympus BXS50 arastirma mikroskobu ile
degerlendirildi. Immunohistokimyasal olarak hiicre
sitoplazmalarinda gozlenen Bax boyanmasmm siddeti 0’dan
+5’e kadar semi-kantitatif olarak derecelendirildi. (0: yok; +1:
minimal; +2: az; +3: orta; +4: ¢ok; +5: siddetli).

Kus ve Ark.

BULGULAR

Biitiin gruplara ait testis doku kesitlerinde gergeklestirilen ve
de apoptozisin varligmmi ortaya koymak ic¢in yapilan
immunohistokimyasal Bax boyamalari degerlendirildi.

siganlarina  ait  doku  kesitleri
seminifer  tublil  duvarindaki

Kontrol  grubu
incelendiginde,  gerek

spermatogenetik hiicrelerde, gerekse Leydig hiicrelerinde
herhangi bir Bax boyanmasinin olmadigi (0) goriildii (Sekil 1).

Sekil 1. Kontrol siganlarina ait testis doku kesitinin gérinima.
Seminifer tubll duvarindaki spermatogenetik hicrelerde ve
interstisyel alanda yer alan Leydig hicre sitoplazmalarinda
immunohistokimyasal Bax boyanmasinin negatif oldugu dikkati
cekmekte. X40.

Formaldehite ~ maruz  kalan  hayvanlarda, hem
spermatogenetik hem de Leydig hiicre sitoplazmalarinda
gozlenen immuno-histokimyasal Bax boyanmasimin siddetli
derecede (+5) oldugu belirlendi (Sekil 2).

Sekil 2 Formaldehit uygulanan gruba ait testis doku kesitleri

incelendiginde, hem seminifer tubdl duvarindaki
spermatogenetik hiicre sitoplazmalarinda (kalin ok) hem de
Leydig hiicre sitoplazmalarinda (ince ok) siddetli bir Bax
boyanmasinin oldugu géze ¢carpmakta. X20.

Formaldehit enjeksiyonu ile birlikte omega-3 yag asitleri
verilen grupta ise spermatogenetik hiicrelerde immunohisto-
kimyasal Bax boyanmasi gozlenmezken (0), sadece Leydig
hiicre sitoplazmalarinda minimal derecede (+1) bir boyanmanin
oldugu tespit edildi (Sekil 3).
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Sekil 3. Formaldehit maruziyeti ile birlikte omega-3 yag asitleri
verilen gruba ait testis doku preparatinin  gorinima.

Spermatogenetik  hilicrelerde  immunohistokimyasal ~ Bax
boyanmasi gézlenmezken, Leydig hlcre sitoplazmalarinda (ok)
minimal derecede bir boyanmanin oldugu goérilmekte. X40.

Immunohistokimyasal olarak gerceklestirmis oldugumuz
bu degerlendirmeler sonucunda, formaldehit enjeksiyonu
sonucu testikiiler dokuda meydana gelen apoptotik
degisikliklerin omega-3 yag asitleri tarafindan baskilandig:
ortaya kondu.

TARTISMA

DNA, RNA, doymamis yag asitleri ve proteinler ile non-
enzimatik olarak birlesme egiliminde olan formaldehit
mutajenik ve kanserojenik etkilere sahiptir. Deneysel olarak
yapilan calismalarda, formaldehit’in sinir sistemi, solunum
sistemi ve sindirim sistemi gibi birgok sistem iizerinde olumsuz
etkilerinin oldugu bildirilmistir. Alerjik ve hematolojik etkilere
de sahip olan bu madde g6z lizerinde de zararli etkilerini
gostermektedir (1-7).

Ureme sistemine ait organlar da  formaldehit
toksisitesinden etkilenmektedir. Her iki cinste de fertilite
problemlerine yol agtig1 belirlenen formaldehitin germinal
hiicrelere zarar verdigi ortaya konmustur (8). Teratojenik
karaktere sahip olan formaldehitin kadmnlarda menstruel
fonksiyonlart bozdugu ve spontan diisiiklere neden oldugu
bildirilmistir (20, 21). Yine deneysel olarak yapilan
¢aligmalarda, formaldehitin erkek iireme sistemi tizerindeki
olumsuz etkileri de ortaya konmustur. Formaldehit
maruziyetinin testis morfolojik yapisinda degisikliklere neden
oldugu ve kan testosteron diizeylerini diisiirdiigii belirtilmistir
(9-11,22-24). Ayrica, formaldehit maruziyetinin testikiiler
dokuda apoptozise de yol agtig1 ifade edilmistir (12).

Apoptozis, birgok fizyolojik ve patolojik olaylarda
meydana gelen programlanmis hiicre Oliimiidiir. Apoptotik
stirecin baglamasinda hiicre i¢i ve hiicre disi kdkenli 6lim
sinyalleri etkili olur. Bu uyarilara maruz kalan hiicrede, ilgili
genetik mekanizma harekete gecer ve apoptozis baslar.
Metabolizma ve siklus bozukluklari, hiperkalsemi, pH
degisiklikleri gibi etkiler hiicre iginden kaynaklanan
sinyallerdir. Hiicre digindan gelen sinyaller ise, ultraviyole
1sinlari, hipoksi, 1s1 degisiklikleri, anti-kanser ilaglar ve toksik
maddelerdir (12, 25, 26).

Mitokondri apoptozis olayinda o6nemli rol oynar.
Mitokondriyal yol, sitotoksik ajanlar ve oksidatif baski gibi
gesitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 etkiler sonucu aktive olur.
Apoptotik sinyaller, mitokondriye ait i¢ ve dis membranlar
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arasindaki  bogsluktan sitoplazmaya dogru sitokrom ¢
salinmasina neden olur. Sitoplazmaya salinan sitokrom c,
burada apaf-1’e (apoptotic protease activating factor 1) tutunur.
Apaf-1’e tutunan sitokrom c¢ sitoplazmada apoptozom
olusumuna neden olur. Meydana gelen apoptozomlar ise,
kaspazlar1 aktive eder. Sonug olarak, kaspazlarin aktivasyonu
da apoptozise yol agar (27).

Hiicrelerdeki apoptotik siirecin kontrol edilmesinde
mitokondriyal molekiiller dnemli bir rol dstlenir. Apoptozis
stirecinde Bcl-2, Bax ve Bcl-X gorev alan baslica mitokondri
molekiilleridir. Bcl-2 ailesi pro-apoptotik (Bax, Bak, Bad, Bcl-
XS) ve anti-apoptotik (Bcl-2, Bel-XL) iiyeleri igerir (26). Bu
tyelerin mitokondrileri etkilemesi sonucu sitokrom c¢ ya
sitoplazmaya salmir (apoptozisin baslamasi) ya da salinim
baskilanir (apoptozisin inhibisyonu). Pro-apoptotik ve anti-
apoptotik lyeler arasindaki denge sitokrom c¢ salinmasinda
6nemli bir role sahiptir.

Bcl-2, Bax’in  mitokondriyal membrana tutunmasini
engelleyerek, sitoplazmaya olan sitokrom ¢ salinimini inhibe
eder ve apoptozis engellenir. Olaym bu sekilde
gergeklesmedigi durumlarda ise, Bax mitokondriyal membrana
tutunarak sitoplazmaya olan sitokrom c salinmasini aktive eder
ve apoptozis olusur. Sonug¢ olarak, bir hiicre sitoplazmasinda
immunohistokimyasal olarak Bax proteininin gosterilmesi o
hiicrede apoptozisin meydana geldigini ortaya koyar (28-30).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada da, CH,O uygulamasi
sonucu hem seminifer tubiil duvarindaki spermatogenetik
hiicrelerde hem de leydig hiicrelerinde apoptozisin meydana
geldigi immunohistokimyasal degerlendirme ile ortaya
konmustur. Spermatogenetik hiicrelerde belirlemis oldugumuz
apoptozis, formaldehit toksisitesine bagli olarak testislerde
sperm {iiretiminin olumsuz ydnde etkilendigini isaret
etmektedir. Leydig hiicrelerinde  gozlenen  apoptotik
degisiklikler ise testosteron iiretiminin azalmis olabilecegini
ifade etmektedir. Bu nedenle, elde etmis oldugumuz bu
mikroskobik bulgular daha o6nce yapilmigs olan histolojik
calismalarin sonuglari ile uyum gostermektedir.

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 (16, 17, 31).
Daha 6nce yapilmis olan deneysel ¢aligmalarda, omega-3 yag
asitlerinin oksidatif hasara karst da koruyucu etkilerinin oldugu
bildirilmistir (31).

Lonergan ve ark. (32) siganlar iizerinde yapmis olduklari
calismalarinda, gama radyasyon maruziyeti ile hipokampusta
olusan noéronal hasar {iizerine EPA’nin koruyucu etki
gosterdigini  bildirmislerdir. Yine, Martin ve ark. (33)
radyasyon ve yaslilia bagl olarak beyinde meydana gelen
apoptotik degisiklikler iizerine EPA’nin diizeltici etkisinin
oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde biz de daha 6nce
yapmis oldugumuz aragtirmalarda, formaldehit maruziyetine
bagl olarak prefrontal korteks, akciger ve bobreklerde olusan
oksidatif hasarin omega-3 yag asitleri tarafindan 6nlendigini
ortaya koyduk (6, 18, 19).

Organizmaya ait biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller;
membran fosfolipitlerindeki PUFA (¢oklu doymamis yag
asitleri) varlig1 nedeniyle oksidatif ataklara duyarlidir. PUFA,
hiicresel fonksiyonun yapilabilmesi ve o6zellikle hiicre
membrani, endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi hayati
6neme sahip organeller i¢in gereklidir. Omega-3 yag asitleri
olarak bilinen DHA ve EPA da PUFA iiyelerinden olan yag
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asitleridir. Bu nedenle; omega-3 yag asitlerinin, oksidatif siire¢
icerisine giren dokudaki azalmaya yiiz tutmus PUFA yerine
gecmek suretiyle koruyucu etkisini gosterdigi ileri siiriilmiistiir
(34-36).

Yapmis oldugumuz immunohistokimyasal degerlendir-

melerde de, formaldehit maruziyeti sonucu spermatogenetik ve
leydig hiicrelerinde meydana gelen apoptozisin omega-3 yag
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