T.C.
AFYONKARAHISAR KOCATEPE UNiIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SICANLARDA FORMALDEHIT MARUZIYETIYLE
TESTiSLERDE OLUSAN MORFOLOJiK DEGIiSiKLiKLER
UZERINE MELATONIN HORMONUNUN
KORUYUCU ETKiSi

Murat A. KUS

ANATOMI (TIP) ANABIiLiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Doc. Dr. Oguz Aslan OZEN

Tez No: 2007-001

2006-AFYONKARAHISAR



II

KABUL VE ONAY

Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Anatomi (T1p) Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi
Cercevesinde yiiriitiilmiis olan bu calisma asagidaki jiiri tarafindan
Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 28/12/2006

UYE UYE

Isim-Unvan: Isim-Unvan:

UYE

Isim- Unvan:

UYE UYE

Isim-Unvan: Isim Unvan:

Anatomi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi oOgrencisi Murat A.
KUS’un “Sigcanlarda formaldehit maruziyetiyle testislerde olusan morfolojik
degisiklikler {izerine melatonin hormonunun koruyucu etkisi” bashikh tezi
28/12/2006 giinii saat 10:00° da Lisansiisti Egitim ve Ogretim Sinav

Yonetmeligi’'nin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.



I

ONSOZ

Formaldehit, bircok endiistriyel alanlarda kullanilan kimyasal bir
maddedir. Bunun yani sira, tip alaninda da yaygin olarak kullanildigr i¢in siklikla
karsimiza c¢ikmaktadir. Formaldehitin iretildigi ve kullamildigi endiistriyel
alanlardaki meslek gruplart ile o6zellikle tp laboratuarlarinda c¢alisan kisiler
formaldehite maruz kalmaktadir. Deneysel olarak mutajenik ve kanserojenik
oldugu belirlenen formaldehit, sinir sistemi, solunum sistemi, gastrointestinal
sistem gibi bir¢ok sistem iizerinde olumsuz etkilere sahiptir.

Ureme sistemi iizerinde de olumsuz etkiler gosteren formaldehitin, germ
hiicrelerine zarar verdigi ve her iki cinste de primer ve sekonder infertiliteye
neden oldugu bildirilmistir. Kadinlarda menstruel fonksiyonlar1 bozmakta ve
teratojenik potansiyele sahip oldugu i¢in gebeligi ve embriyonal gelismeyi tehdit
etmektedir. Formaldehitin erkek iireme sistemi iizerindeki zararli etkileri de
deneysel olarak yapilan calismalarda gosterilmistir. Ancak, yapmis oldugumuz
literatiir taramalarinda formaldehit maruziyetine bagli olarak testis dokusunda
olusabilecek apoptotik degisiklikler ile ilgili calismalarin yetersiz oldugu
goriilmiistiir.  Bu nedenle, calismamizda immunohistokimyasal yontemler
kullanarak formaldehitin testis {iizerindeki etkisi ©zellikle apoptozis yoniiyle
incelenmistir.

Ayrica yapmis oldugumuz bu arastirmada, formaldehit maruziyetine bagh
olarak testis dokusunda meydana gelen degisikliklere karsi melatonin
hormonunun gostermis oldugu etki biyokimyasal ve immunohistokimyasal

diizeylerde incelenmistir.
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OZET

Calismamizda, formaldehitin testis dokusu iizerine olan toksik etkileri ve
bu toksik etkilere karsi melatonin hormonunun koruyucu etkisi biyokimyasal ve
immunohistokimyasal diizeylerde arastirildi.

Bu amacla, 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek sican ii¢ gruba ayrildi. Grup
I’deki siganlar kontrol olarak kullanildi. Grup II’deki siganlara giin asir1 olarak
formaldehit enjekte edildi. Grup III’deki siganlara ise formaldehit enjeksiyonu ile
birlikte melatonin uygulandi. Bir aylik deney siiresi sonunda, biitiin sicanlar
dekapitasyon yontemi ile oldiiriildii. Daha sonra, sicanlarin testisleri ¢ikartilarak
cevre dokulardan ayrildi. Testis doku Orneklerinin bir kisminda siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri ile
malondialdehit (MDA) seviyesi spektrofotometrik olarak belirlendi. Testis doku
orneklerinin bir boliimii ise immunohistokimyasal incelemeler i¢in kullanildi.

Formaldehit uygulanan siganlarda SOD ve GSH-Px aktivitelerinin kontrol
grubuna gore anlaml bir sekilde azaldigi, MDA diizeylerinin ise yine istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit edildi. Ayrica formaldehit maruziyeti
sonras1 testis dokusunda apoptotik degisikliklerin meydana  geldigi
immunohistokimyasal yontemlerle belirlendi. Formaldehit maruziyeti ile birlikte
melatonin enjekte edilen siganlarda ise SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinde bir
artis olurken, MDA degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir diisiis oldugu
goriildii. Ustelik bu grupta, formaldehit maruziyeti sonucu olusan apoptotik
degisikliklerin geriledigi tespit edildi.

Sonug¢ olarak, formaldehit maruziyetine bagli olarak testis dokusunda
olusan oksidatif hasarin ve apoptozisin melatonin uygulamasiyla baskilandigi

belirlendi.



SUMMARY
In our study, toxic effects of formaldehyde on testicular tissue and
protective effects of melatonin hormone against these toxic effects were

investigated at biochemical and immunohistochemical levels.

For this purpose, 21 male Wistar-Albino rats were divided into three
groups. Rats in group I were used as control. Rats in group II were injected every
other day with formaldehyde. Rats in group Il were administered melatonin with
injection of formaldehyde. At the end of one month experimental period, all rats
were killed by decapitation. Then the testes of rats were removed and dissected
from the surrounding tissue. The activites of superoxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GSH-Px) and the levels of malondialdehyde (MDA) were
determined in the some of testicular tissue specimens by using spectrophotometric
methods. The remaining testicular tissue specimens were used for

immunohistochemical examination.

The activities of SOD and GSH-Px were significantly decreased, and
MDA levels were significantly increased in rats treated with formaldehyde
compared to control. Additionally, apoptotic changes were occurred in testicular
tissue after exposure of formaldehyde. It was seen that increase of SOD and GSH-
Px enzyme activities and decrease of MDA levels in rats administered melatonin
with exposure of formaldehyde. Furthermore, apoptotic changes caused by

formaldehyde were regressed in this group.

In conclusion, it was determined that oxidative damage and apoptosis in
testicular tissue caused by exposure of formaldehyde were suppressed by

administration of melatonin.



1. GIRiS

1.1. Testisler

1.1.1. Testislerin Morfolojik Yapisi

Testisler, scrotum icerisinde ve funiculus spermaticus’a asili durumda
bulunurlar. Sekil itibariyle oval ve yanlardan biraz basik olan organlar septum
scroti ile birbirlerinden ayrilmislardir (1-3). Insanlarda her bir testis yaklasik 10-
15 gr. agirhgindadir (2). Sigcanlarda ise testis agirliklann viicut agirhigmin % 1°i
kadardir (4).

Testisler, distan ice dogru ii¢ tabaka ile cevrelenmistir. Bunlar sirasiyla;

tunica vaginalis testis, tunica albuginea ve tunica vasculosa’dir (1,3,5,6). (Sekil 1).

e Tunica vaginalis {parietal)
Tunica vaginalis (visceral)
Tuhica albuginea
Tunica vascularis

Tunica dartes

Sekil 1: Testis ve scrotum tabakalarinin goriiniimii. (+): fascia spermatica

externa, fascia cremasterica, fascia spermatica interna. (7).



Tunica vaginalis testis:

Iki yaprakli serdz bir zar olan tunica vaginalis testis’in lamina visceralis’i
(epiorchium) testis ve epididymis’in iizerini orter. Lamina parietalis (periorchium)
adi1 verilen dis yapragi ise scrotum’un i¢ yiiziinii Orter. Visceralis ile parietal
laminalar arasinda ise cavum scroti adi verilen bir bosluk bulunur. Lamina
visceralis ve lamina parietalis birbirinin devami olup, fotal hayatta testislerin karin
boslugundan scrotum’a inerken beraberlerinde siiriikledikleri peritoneum’dan

olusur (3,6).

Tunica albuginea:

Mavimsi-beyaz renkte ve de siki yapili olan bu fibroz tabaka en belirgin
katmandir. Elastikiyeti az olan bu kapsiil kollagen liflerden zengindir. Tunica
albuginea, testis’in arka yiiziinde kalinlasarak mediastinum testis’i olusturur.
Mediastinum testis’ten ise, testis damar ve sinirleri ile sperma kanalciklan giris

cikig yapar (1,2,3,6).

Tunica vasculosa:

En icte bulunan bu tabaka damardan zengin ve de gevsek bag dokusu
karakterindedir. Tunica albuginea’nin testis parankimasina dogru olan
uzantilarinin i¢ yiiziinii orter. Boylece, organ icindeki tiim lobuluslar1 da sarmis
olur (1,3,6).

Tunica albuginea’dan ayrilan ve bag dokusundan olusan lamellere septula
testis adi verilir. Bu yapilar, testis parankimasini1 250-300 kadar lobiillere ayirir.
Her bir testis lobulusu igerisinde tubuli seminiferi contorti ad1 verilen 3-4 kanalcik
bulunur. Seminifer tubiiller gevsek bag dokusu ile sarilmislardir ve birbirleriyle
anastomoz yaparlar. Bu kanalciklarin etrafin1 saran bag dokusunda ise kan ve lenf
damarlari, sinirler ve Leydig (interstisyel) hiicreleri bulunur. Seminifer tubiil
duvarinda yerlesmis olan spermatogenetik hiicreler spermatozoit iiretir. Leydig
hiicrelerinden ise testosteron hormonu salgilanir. Tubuli seminiferi contorti’lerin
uc¢ kisimlan diizleserek tubuli seminiferi recti adini alir. Tubuli seminiferi recti’ler
mediastinum testis’e gelirler. Burada rete testis adi verilen ve ag yapmis olan

kanalciklara agilirlar. Rete testis’ten ayrilan 12-15 kadar kiiciik kanalciklara ise



ductuli efferentes testis adi verilir. Bu kanalciklar da, epididymis’in caput
epididymis parc¢asina agilir (1,2,3,8).

Testisleri, pars abdominalis aorta’dan ayrilan a.testicularis’ler besler.
Venoz damarlar ise Once funiculus spermaticus etrafinda plexus pampiniformis’i,
daha sonrada birbirleriyle birleserek v.testicularis’i olustururlar. Sag v. testicularis
direkt olarak v. cava inferior’a dokiiliirken, sol taraftaki v. renalis sinistra’ya
acilir. Sinir lifleri arterler etrafindaki plexus testicularis araciligi ile testise ulagir.
Sempatik lifler Thjo;; medulla spinalis segmentlerinden, parasempatik lifler ise
n.vagus’tan gelir (1).

Distan bazal membranla g¢evrili tubuli seminiferi contorti duvarindaki
hiicreler, sekil, durum ve fonksiyon bakimindan birbirlerinden farkli iki gruba

ayrilirlar. Bunlar sertoli hiicreleri ve spermatogenetik hiicreler’dir (2,6).

I. Sertoli hiicreleri:

Bicim olarak dar ve uzun siitunlara benzerler. Tabanlar1 bazal membrana
oturmus, tepeleri ise kanal bosluguna dogru uzanan sertoli hiicreleri yiiksek boylu
pyramidal hiicrelerdir (2,6). Sayica spermatogenetik hiicrelerden azdirlar ve
diizenli bir sekilde germ hiicreleri arasinda bulunurlar. Mikroskobik
incelemelerde, hiicre sinirlar giicliikle secilir. Sitoplazmalar1 saydam olan sertoli
hiicrelerinin cekirdekleri ince uzun, hiicrenin uzun eksenine parelel konumlu ve

kromatince fakirdir. Bu nedenle ¢ekirdekg¢ikleri belirgin olarak goze carpar (6).

Sertoli hiicrelerinin gorevleri:

1.  Gelismekte olan spermatozoitlerin beslenme, korunma ve
desteklenmesi, gelisen spermlerin oto-immun reaksiyondan korunmasi (6).

2. Fagositoz; spermiogenezis sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi, artik
cisimcik seklinde bulunur. Bu sitoplazmik parcaciklar fagosite edilir ve sertoli
hiicreleri tarafindan yeniden kullanilir (9).

3. Sekresyon; sertoli hiicreleri siirekli olarak seminifer tubullere genital
kanallar yoniinde akan ve sperm transportu icin kullanilan bir siv1 salgilarlar.
Androjen-baglayici-protein sekresyonu ise sertoli hiicreleri tarafindan, FSH

(Follikiil Stimulating Hormon)’in kontrolii altinda sekrete edilir. Bu protein



testosteronu baglayarak, hormonun tubul igerisinde birikimini saglar. Ayrica FSH
sentezini ve hipifiz 6n lobundan salgilanmasini baskilayan inhibin adli bir
peptitide salgilarlar (6,9).

4. Anti-miillarian hormon yapimi; Gliko-protein yapida bir hormondur ve

embriyonal hayatta miiller kanalinin regresyonunu saglar (6,10).

II. Spermatogenetik hiicreler (Germ hiicreleri):

Embriyonal hayatta testis taslagina sokulan primordiyal germ hiicreleri
cogalarak spermatogenetik hiicreleri olustururlar. Bu hiicreler, seminifer tubiil
duvarinda c¢esitli olgunlagsma evrelerine gore siralanarak, bazal membrandan
kanalcigin bosluguna dogru radier durumda uzanan kolonlar meydana getirirler
(2,6,9).

Bazal membrana en yakin olan spermatogenetik hiicreler en primitif
olanlaridir. Bunlara spermatogonium adi verilir. Primordiyal germ hiicrelerinden
meydana gelen spermatogoniumlar nispeten kiiciik ve yuvarlak olup soluk renkte
boyanan bir ¢ekirdege sahiptirler. Pubertaya kadar, seminifer tubiil duvarinda
spermatogenetik hiicre olarak sadece spermatogoniumlar bulunur. Pubertada
hormonal etki ile bu hiicreler mitozla ¢ogalarak diger tip hiicreleri olustururlar.
Spermatogoniumlar, cekirdeklerinin biiyiikliigii, bicimi, kromatin dagilimi ve
histokimyasal 6zelliklerine gére Tip A ve Tip B olmak {iizere iki gruba ayrilirlar.
Her ¢ekirdek 46 kromozomludur (2,6,9).

Tip A (Ana hiicre): Cekirdegi oval bi¢cimdedir. Mitoz ile cogalan bu
hiicrelerin yaris1 tip A olarak kalir, diger yaris1 da bilyiiyerek tip B’ye doniisiir.

Tip B: Ana spermatogoniumlardan daha biiyilkk olan bu hiicrelerin
cekirdekleri yuvarlaktir. Tip B’nin mitozla ¢ogalmasiyla olusan hiicrelerin hepsi
farklilagarak primer spermatosit’i (spermatosit-I) olustururlar. Primer spermatosit
bazal membrandan uzaklasir ve hacmi artar (2,6,9,11).

Primer spermatosit (spermatosit-I): Hacim olarak en biiyilk olan bu
hiicreler, seminifer epitelin orta boliimiinde bulunurlar ve oval sekillidirler. Primer
spermatositler olusur olugmaz birinci mayoz boliinmenin profaz evresine girerler.
Bu evre uzun siirdiigii icin kesitlerde en ¢ok sayida goriilen hiicreler primer

spermatositlerdir. Bu hiicreler 46 kromozom tasirlar (6,9,11).



Sekonder spermatosit (spermatosit-II): 23 kromozoma sahip olan bu
hiicreler, primer spermatositlerin mayoz boliinmesi sonucu olusur. Hacim olarak
daha kiiciik olan sekonder spermatositler kisa siire igerisinde ikinci mayoz
bolinmeye girdiklerinden kesitlerde goriilmeleri oldukga giictiir. Sonugta, bu
hiicrelerin boliinmeleriyle spermatid’ler olusur (6,9,11).

Spermatid: Sekonder spermatosit’lerin yarisi kadar biiyiikliikte olan
spermatid’ler 23 kromozom tagsir. Birbirleriyle sitoplazmik baglanti yapan
sinsityal hiicre kiimeleri olustururlar. Spermatid’ler bdliinme siirecine girmez,
sekil degisikligine ugrayarak spermiyum’a (spermatozoit) doniisiirler (6,9,11).

Sonug olarak, spermatogonium’dan spermium (spermatozoit) olusumuna
kadar iki evre gecmis olur. Spermatogonium’dan spermatid olusumuna kadar olan
siirece spermatogenezis, spermatidin sekil degistirerek spermiuma doniismesine

ise spermiogenezis adi verilir (6,9,11).

Interstisyel Doku (Interstisyel Alan):

Gevsek bag dokusu karakterinde olan interstisyel doku, seminifer tubiiller
arasinda lokalize olmustur. Bu alanda, sinir lifleri, kan ve lenf damarlari, mast
hiicreleri, fibroblastlar, makrofajlar ve Leydig hiicrelerini bulunur (3,5,6,12).

Leydig hiicreleri, interstisyel alanda tek tek ya da gruplar halinde
yerlesmistir. Poligonal sekilli ve asidofilik karakterde olan bu hiicrelerin

cekirdekleri yuvarlak, ayn1 zamanda kromatin’den fakirdir (3,5,6,12).

1.1.2. Testis Fonksiyonlari

Testis dokusu hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyonlara sahiptir.
Ekzokrin islevi seminifer tubiillerde meydana gelen spermiyum gelisimidir.
Endokrin gorevi ise Leydig hiicreleri tarafindan gergeklestirilen testosteron
tiretimidir (13).

Hipofiz 6n lobundan salgilanan FSH ve LH spermatogenezisi diizenleyen
baslica hormonlardir. LH Leydig hiicreleri lizerinde etkisini gostererek testosteron
tiretimini stimule eder. Testosteron normal spermatogenetik hiicrelerin gelisimi
icin gerekli olan hormondur. FSH ise sertoli hiicrelerini etkileyerek bu hiicrelerde

androjen-baglayici-protein  tiretimini artirir.  Bu  proteinde testosteron ile



baglanarak tubul lumenine salgilanir. Tubiil lumeninde biriken testosteron ise
sperm yapimini uyarmaktadir. Bunun yam sira, sertoli hiicrelerinden spermlerin
yasamas1 ve epididymis’e taginmasinda rolil olan testikiiler sivi salgilanmaktadir
(6,9).

Leydig hiicrelerinden salgilanan testosteron hem yerel olarak seminifer
tubullere, hem de kan yolu ile taginarak erkek tireme bezlerine ve diger bir¢ok
organa etki eder. Sertoli hiicrelerinden salgilanan inhibin hormonu ise hipofiz 6n

lobundan gonadotropin hormonlarinin salgilanmasini baskilamaktadir (6).



1.2. Formaldehit

1.2.1. Formaldehitin Kimyasal Ozellikleri

Aldehit ailesinin iiyesi olan formaldehit (FA); renksiz, keskin kokulu ve
suda ¢ok iyi ¢oziinen bir gazdir. Kimyasal formiilii HCHO olup, molekiil agirlig
30, erime noktas1 -92 °C, kaynama noktasi ise -21 °C’dir. Keskin kokulu olan saf
formu solunum yollar1 i¢in son derece irritandir. Formaldehit giiclii elektrofilik
ozellige sahiptir ve bu nedenle reaktif bir maddedir. Bulundugu her ortamda ve
oda sicakliginda gaz haline doniisebilir. Metanoliin oksidasyonuyla sivi formu
elde edilir. % 37’lik sulu cozeltisine formalin, polimerize olmus kat1 haline ise
paraformaldehit adi wverilir. Sivi haldeki formu mililitre (ml) cinsinden

belirlenirken, gaz hali ise part per million (ppm) olarak ifade edilir (14,15).

1.2.2. Formaldehit Kaynaklari ve Kullamim Alanlari

Formaldehit, cevreye hem dogal hem de endiistriyel kaynaklardan salinir.
Dogal olarak hidrokarbonlarin oksidasyonu sonucu ortaya cikar. Yerlesim
bolgelerindeki konsantrasyonunun 1-20 pg/m’ civarinda oldugu Diinya Saglik
C)rgijtii tarafindan bildirilmistir. Sigara dumani, kozmetik triinler, boya, plastik,
yapt malzemeleri, tekstil ve kagit tiriinleri formaldehit iceren bazi maddelerdir
(16).

Glisin ve serin insanda en Onemli endojen formaldehit kaynaklaridir.
Ayrica N-metilli aminoasitler ve sarkosin de spesifik enzimler araciligi ile
oksidatif demetilasyonla formaldehite doniisiirler. Endojen doku diizeyleri 3-12
ng/g arasinda degisir ve bunun da % 40’1 serbest formdur. Yarilanma hiz1 ¢ok
kisadir (t;, =1.5 dakika) (17).

Formaldehit antimikrobiyal ozelliginden otiirii, sterilize edici ajan ve
dezenfektan olarak kullamlmaktadir. Ozellikle yiizey ve oda dezenfeksiyonu igin
vazgecilmez bir maddedir (18). Endiistriyel alanlarda da formaldehit yaygin
olarak kullamlmaktadir. Ozellikle, boya ve plastik yapimi, tekstil endiistrisi ve
mobilya sanayisinde formaldehit kullanimi1 mevcuttur. (15). Ayrica tip alaninda ve
de ozellikle laboratuarlarda formaldehit kullanimi1 goze carpmaktadir. Anatomide
kadavra ve organlarin tespiti, histoloji ve patoloji laboratuarlarinda ise dokularin

fiksasyonu asamasinda kullamilir. Dis hekimliginde, kaplamalarin yapim
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asamasinda da formaldehit kullanimi mevcuttur. Bunun yani sira hemodiyaliz

soliisyonlarinin da formalin igerdigi bilinmektedir (15,19-22).

1.2.3. Formaldehitin Metabolizmasi

Organizmaya alinan formaldehit, karacigerde ve eritrositlerde formaldehit
dehidrogenaz enzimi (FDH) katalizorliigiinde formik aside metabolize olur. Bu
reaksiyonu gerceklestirmek icin FDH enzimi kofaktor olarak glutatyona ihtiyag
duyar. Dogal olarak kan glutatyon seviyesi diistiigii zaman formaldehit
konsantrasyonu artar. Bir antioksidan olan glutatyonun azalmasi formaldehit
toksisitesini artirmaktadir. FA tetrahidrofolik asit ile baglanarak, hiicresel
metebolizmanin tek karbonlu (C;) havuzuna girmektedir. Bu sayede niikleik
asitler gibi makromolekiillerin yapisina katilmaktadir (15,23-25).

Formaldehit normal bir metabolit olup hiicrelerde degisik seviyelerde
bulunur ve viicutta depo edilmez. Formaldehitin viicuttan atilimi, ya formik asite
doniigerek idrar ve feges yoluyla, ya da karbondioksite okside olarak solunum

yoluyla gergeklesir. Viicuttan tamamen atilimi birkag giinde gerceklesir (26).

1.2.4. Formaldehitin Organizma Uzerinde Gosterdigi Toksik Etkiler

Solunum Sistemi Uzerine Etkisi

Formaldehit mukoz membranlar {izerinde siddetli bir irritan etkiye sahiptir.
Diisiik konsantrasyonlarda dahi (0.5 ppm) solunum sistemini olumsuz olarak
etkilemektedir (15).

Formaldehit nasal epitelde siliya kaybina ve metaplaziye, ayrica goblet
hiicre hiperplazisine yol agmaktadir. Deneysel olarak FA soluyan siganlarda nasal
epitel hasarinin olustugu ve bu hasarin FA toksisitesini artiran faktdr oldugu
bildirilmistir (27-30).

Insanlarda ve deney hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda akut olarak
diisiik doz FA solunmasindan sonra iist solunum yollarinda inflematuar hiicre
degisikliklerinin oldugu tespit edilmistir. 10-20 ppm dozlarindaki formaldehit
konsantrasyonlarinin Oksiiriik, nefes darligi, hirltili solunum gibi pulmoner
septomlara neden oldugu bildirilmistir. Yiiksek konsantrasyonda ise larynx’te

O6dem ve spazmin meydana geldigi belirtilmistir. Pulmoner inflamasyon, 6dem ve
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pnomoni’nin ise 50-100 ppm gibi yiiksek doza maruz kalma sonucu ortaya c¢iktig

ifade edilmistir. (25,31).

Sinir Sistemi Uzerine Etkisi

Merkezi sinir sistemi formaldehitten etkilenen en Onemli sistemlerden
biridir. Histoloji, patoloji ve kadavra tahniti teknisyenleri, diseksiyon yapan
Ogrenciler ve diyaliz iinitesinde c¢alisan hemsirelerde mesleki olarak
formaldehitten etkilenmektedirler. Bu etkilenme sonucu halsizlik, bas agrisi,
hazimsizlik, denge ve uyku bozuklugu ile ruhsal durum ve hafiza bozukluklarinin
goriildiigli ifade edilmistir (32-34). Ayrica formaldehitin kullanildig1 endiistriyel
alanlarda calisan kisilerde, asir1 yorgunluk ve susuzluk hissi, irritabilite, letarji,
davramis ve duygu-durum bozuklugu gibi belirtilerin olmasi norotoksisiteyi
diisiindiirmektedir (32,35).

Formaldehitin norotoksik etkileri yapilan deneysel calismalarla da ortaya
konmustur. Formaldehit uygulanan sicanlarda davranis bozukluklari, ruhsal
dengesizlik ve ogrenme ile ilgili testlerde bozukluklarin olustugu goriilmiis ve
FA’min beyin kanseri (astrositoma -glioblastoma multiforme ) olusturma
potansiyelinin de mevcut oldugu bildirilmistir (36).

Yine sicanlarda formaldehit maruziyeti sonucu motor aktivitede
yavaslamanin oldugu ifade edilmistir. Ayrica, formaldehitin 2.6-4.6 ppm
dozlarinin siganlarda 6grenmeyi inhibe ettigi ve norotoksisite olusturdugu ortaya
konmugtur (37-41). Formaldehit 6zellikle noral dokularda oksidatif hasara da yol
acmaktadir. Formaldehit maruziyeti sonucu, sicanlara ait noral yapilarda doku
antioksidan enzim seviyelerinin diistiigii ve lipid peroksidasyonun bir gostergesi

olan malondialdehit (MDA) degerlerinde artigin oldugu tespit edilmistir (42,43).

Sindirim Sistemi Uzerine Etkisi

Formaldehit, gidalarin sterilizasyonunda ve ambalaj bilesiminde
kullanildigr icin oral yolla alimi1 miimkiin olabilmektedir. Bu sekilde maruziyet
sonucu gastrointestinal irritasyon meydana gelir ve histopatolojik olarak gastrite
yol acar. Formaldehitin oral etkisi subakut (4 hafta) ve kronik (2 yil) olmak {izere

arastirilmis ve sonug olarak gastrik mukoza hasarina neden oldugu bildirilmistir
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(44-46). 24 ay siiresince igme suyuna formaldehit eklenerek beslenen siganlarda,
mide mukozasinda kalinlagma, atrofik gastrit, fokal iilserasyon hiperplazi ve fokal

hiperkeratoz goriilme oraninda artigin oldugu saptanmstir (47).

Mutajenik ve Karsinojenik Etkileri
Formaldehit, genotoksik etkiye sahiptir ve genotoksisitesini DNA protein

capraz bag olusturma yetenegi sayesinde gostermektedir (48). FA, DNA’ya zarar
vererek ve DNA tamirini inhibe ederek mutajenik ve karsinojenik etkisini ortaya
koyar (49). Deneysel olarak, formaldehitin sican ve maymunlarin nazal
mukozasinda DNA-protein c¢apraz baglanmalara yol ag¢tigr bildirilmistir (50).
Insanlarda lenfoblast mutasyonlarina, Drosofila’larda da DNA kopmalarina neden
oldugu rapor edilmistir. Ayrica, formaldehit ile inkiibe edilmis memeli
hiicrelerinde DNA c¢apraz baglantilarinin ve DNA iplik kirilmalarinin olustugu
goriilmiistiir (45,51).

Yine deneysel olarak yapilan calismalarda, formaldehit inhalasyonu
sonucu nazal mukozada p-53 tiimor baskilayici geninde mutasyonun olustugu ve
nazal kavitede yassi hiicreli kanser olusumunun indiiklendigi gosterilmistir.
Benzer sekilde, sicanlar iizerinde yapilan diger arastirmalarda ise intraperitoneal
olarak uygulanan formaldehitin sperm bas anomalilerine ve dominant letal

mutasyona neden oldugu bildirilmistir (52-54).

Sistemik Etkileri
Eksojen olarak organizmaya alinan formaldehit dolasima karistiktan sonra

oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonuna ugrar ve protein igeren makromolekiillerle
birlesir. DNA ve RNA’ya capraz bag ile irreversibl olarak baglanir. Boylece
formaldehit organizmada bir¢ok sistemik etkiler gosterir. (25).

Mesleki olarak formaldehitten etkilenen Kkisilerin immun sistem
fonksiyonlarinda degisiklikler meydana gelmektedir. Formaldehit, B-lenfosit
hiicre sayisinda ve CD, / CDg oraninda artisa neden olmaktadir. Hemodiyaliz
tinitelerinde calisan hemsirelerde FA maruziyetine bagli olarak periferik kan
Iokosit sayisinda diisiisiin oldugu saptanmistir (34). Benzer sekilde anatomi

laboratuarlarinda diseksiyon yapan tip dgrencilerinde de, IgG antikorunda artig
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tespit edilmistir (55). Sicanlar iizerinde yapilan deneysel caligmalarda ise,
intraperitoneal olarak verilen formaldehitin salya sekresyonunda bir artisa,
karaciger, bobrek, akciger ve beyin glutatyon seviyelerinde azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (56). Formaldehit embriyotoksik ve teratojenik etkileri de
sahiptir. Yapilan calismalarda, embriyo mortalitesi ve anomalilerinde artisa neden
oldugu bildirilmistir (57). Ayrica, kronik olarak formaldehit soluyanlarda germ ve

kemik iligi hiicrelerinde hasarin meydana geldigi tespit edilmistir (58).

Ureme Sistemi Uzerine Etkisi

Formaldehitin germ hiicrelerine zarar verdigi ve her iki cinste de primer ve
sekonder infertiliteye neden oldugu bildirilmistir (57). Kadinlarda menstruel
fonksiyonlar1 bozmakta ve teratojenik potansiyele sahip oldugu i¢in gebeligi ve
embriyonal gelismeyi tehdit etmektedir (59). Formaldehit ihtiva eden
laboratuarlarda calisan kisilerin germ hiicrelerine ve 6zellikle de hamile kadinlarin
gelismekte olan fetuslarma karsi formaldehitin tehdit edici bir unsur oldugu ileri
siiriilmektedir (27). Calistiklar ortam geregi formaldehite maruz kalan kadinlarda,
spontan abortus, anemi ve diisiik dogum agirlikli bebek gibi bazi dogumsal ve
dogumsal olmayan patolojiler bildirilmistir (60).

Sicanlar iizerinde yapilan calismalarda, formaldehitin sperm sayisi ve
miktarinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir (61). Yine deneysel olarak
yapilmis olan arastirmalarda, formaldehitin testis morfolojisinde degisikliklere
neden oldugu ortaya konmustur. Sicanlar {izerinde gerceklestirilmis bu
calismalarda, formaldehitin testis agirliklar1 ve seminifer tubiil caplarinda
azalmaya neden oldugu ve leydig hiicrelerinde histopatolojik degisikliklerin
meydana geldigi gosterilmistir. Ayrica formaldehit maruziyeti sonucu, serum
testosteron seviyelerinde bir diisiisiin de olustugu tespit edilmistir (62,63).

Ancak, yapmis oldugumuz literatiir taramalarinda formaldehit
maruziyetine bagl olarak testis dokusunda olusabilecek apoptotik degisiklikler ile
ilgili calismalarin yetersiz oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, c¢alismamizda,
immunohistokimyasal yontemler kullanarak formaldehitin testis iizerindeki

etkisinin 6zellikle apoptozis yoniiyle incelenmesi amaglanmistir.
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1.3. Apoptozis

1.3.1. Genel Bilgiler

Apoptozis, bircok fizyolojik ve patolojik olaylarda meydana gelen
programlanmis hiicre Olumiidiir. Kelime olarak “ayr1 diisme” anlamina gelir.
Embriyonal ve fotal gelisim siirecinde, yaglilikta, hormon azalmasina bagli olarak
meydana gelen involusyonlarda ve immun reaksiyonlarda fizyolojik olarak
apoptozis goriilmektedir (64).

Apoptotik siire¢ esnasinda, hiicrede bir ¢ok morfolojik degisiklikler
meydana gelir. Bu degisiklikler; hiicrelerin kiigiilmesi, biiziigmesi, kromatin
yogunlasmasi, niiklear piknoz ve pargalanma, sitoplazmik tomurcuklanma ve
apoptotik cisimciklerin olusumu ile karakterizedir. Niikkleozomlar aras1 DNA
yikimi goriiliir. Apoptotik cisimcikler fagosite oldugu icin doku reaksiyonlarinda
inflamasyon goriilmez (64-67). Apoptotik siirecte gozlenen asamalar su sekilde
siralanabilir (64);

1. Apoptozis’in baglatilmasi,

2. Hiicre ici proteazlarin aktivasyonu,

3. Hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler,

4. Fagositoz.

1. Apoptozis’in baglatilmasi:

Apoptotik siirecin baslamasinda hiicre i¢i ve hiicre dist kokenli 6liim
sinyalleri etkili olur. Bu uyarilara maruz kalan hiicrede, ilgili genetik mekanizma
harekete gecer ve apoptozis baslar (64). Metabolizma ve siklus bozukluklari,
hiperkalsemi, pH degisiklikleri gibi etkiler hiicre icinden kaynaklanan sinyallerdir.
Hiicre disindan gelen sinyaller ise, ultraviole 1sinlari, hipoksi, 1s1 degisiklikleri,
anti-kanser ilaglar ve toksik maddelerdir. Dis kaynakli olan sinyaller DNA hasari

meydana getirerek apoptozise yol agmaktadir (65).

2. Hiicre ici proteazlarin aktivasyonu:
Hiicre ici ya da hiicre digindan gelen apoptotik sinyaller, hiicre igerisinde
bulunan proteazlar aktive eder. Bu proteazlara kaspaz adi verilir. (caspase:

cysteine containing aspartate specific proteases) (64). Su ana kadar belirlenmis 14
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kaspaz vardir (68). Bu kaspazlar; baslatic1 kaspazlar, oldiiriicii kaspazlar ve
sitokin olgunlasmasindan sorumlu kaspazlar olarak ii¢ sinifa ayrilir (69). Sonug
olarak, bu kaspazlarin aktive olmasi apoptotik siirecin baslamasina yol acar (64).
Bu olay su sekilde gerceklesir;

Mitokondri apoptozis olaymmda ©Onemli rol oynar. Mitokondrial yol,
sitotoksik ajanlar ve oksidatif baski gibi ¢esitli intraseliiler ve extraseliiler etkiler
sonucu aktive olur. Apoptotik sinyaller, mitokondriye ait i¢ ve dis membranlar
arasindaki bosluktan sitoplazmaya dogru sitokrom c 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 acar (69).

3. Hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler:

Apoptotik siirecin sonlarina dogru, kaspazlar DNA kirilmalarina yol acar.
Aktin filamaninin yikimina baglh olarak hiicre normal seklini kaybeder ve hiicre
membraninin asimetrisi bozulur. Su kaybeden hiicre biiziiliir. Hiicre yiizeyinde
kraterler olusur. Cekirdek de biiziilerek parcalanir. Son olarak hiicrenin

parcalanmasiyla apoptotik cisimcikler meydana gelir (64).

4. Fagositoz:
Meydana gelen apoptotik cisimcikler, ¢evredeki parankim hiicreleri ve
makrofajlar tarafindan fagosite edilerek dokudan temizlenir. Apoptozis esnasinda

inflamasyon olugmaz (69).

1.3.2. Apoptozis’in Diizenlenmesi

Hiicrelerdeki apoptotik siirecin kontrol edilmesinde mitokondriler énemli
bir rol {iistlenir. Apoptozis siirecinde Bcl-2, Bax ve Bcl-X gorev alan baslica
mitokondri molekiilleridir (65).

Bcl-2 ailesi pro-apoptotik (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs) ve anti-apoptotik (Bcl-
2, Bcl-Xp) tyeleri igerir (65). Bu iiyelerin mitokondrileri etkilemesi sonucu

sitokrom ¢ ya sitoplazmaya salinir (apoptozisin baglamasi) ya da salinim
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baskilanir (apoptozisin inhibisyonu). Pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeler
arasindaki denge sitokrom c salinmasinda 6nemli bir role sahiptir. Bcl-2, Bax’in
mitokondrial membrana tutunmasim engelleyerek, sitoplazmaya olan sitokrom c
salinimini inhibe eder ve apoptozis engellenir. Olayin bu sekilde gerceklesmedigi
durumlarda ise, Bax mitokondrial membrana tutunarak sitoplazmaya olan
sitokrom c salinmasini aktive eder ve apoptozis olusur. Sonug¢ olarak, bir hiicre
sitoplazmasinda immunohistokimyasal olarak Bax proteininin gosterilmesi o

hiicrede apoptozis’in meydana geldigini ortaya koyar (70-72).
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1.4. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) pineal bez tarafindan sirkadiyan
bir ritimde ve karanlikta salgilanan bir hormon olup, 232 molekiil agirligindadir.
Bu hormonun 6zellikle hipotalamus-hipofiz-gonadlar sistemi iizerinde etki
gosterdigi belirtilmesine karsin, hemen her endokrin organ ile fonksiyonel bir

iliski icinde oldugu bildirilmistir (73).

1.4.1. Biyosentezi ve Metabolizmasi

Pineal bez parankimasinda, pinealositler ve glia hiicreleri olmak {iizere iki
tip hiicre bulunur. Pinealositler, parankimal hiicrelerin cogunlugunu olusturur ve
melatonin iiretiminden sorumludurlar. Glia hiicreleri ise, daha az sayidadir ve
destekleyici fonksiyon iistlenmislerdir (73).

Pinealositler icerisinde gergeklesecek olan melatonin sentezi igin triptofan
aminoasiti gereklidir. Dolasimdan hiicre igerisine alman tirptofan, Oncelikle
triptofan 5-hidroksilaz enzimi tarafindan 5-hidroksitriptofan’a, 5-hidroksitriptofan
ise L-aromatik aminoasit dekarboksilaz (dopa dekarboksilaz) vasitasiyla 5-
hidroksitriptamin’e (serotonin) doniistiiriilir. Serotonin de N-asetiltransferaz
(NAT) ile N-asetilserotonin’e ve son olarak N-asetilserotonin, hidroksiindol-O-
metiltransferaz (HIOMT) enzimi tarafindan melatonin’e doniistiiriiliir (73-76).

Pineal bez parankimasinda sempatik sinir sonlanmalar1 bulunur. Bu sinir
uclarindan  norepinefrin  salinmaktadir. Giin boyunca ve 1gikta sinir
sonlanmalarindaki norepinefrin salimmi baskilanirken, karanlikta artmaktadir.
Pineal bez icerisinde salinan norepinefrin, pinealosit membranindaki B-adrenerjik
reseptorlere baglanir. B-adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi ile hiicre iginde 6nce
adenilat siklaz aktive olur ve cAMP artar. Daha sonra NAT ve sonu¢ olarak
melatonin sentezi gerceklesir (74-76).

Melatonin hormonu iiretildikten sonra hiicre icerisinde depolanmaz. Diisiik
molekill agirhigina sahip olmasi, ayrica lipofilik ve hidrofilik ©zelliklerinden
dolay1 pinealositlerden pasif diffuzyonla hizli bir bicimde atilir (74). Pineal bez
kan-beyin bariyerinin diginda oldugu igin, iiretilen melatonin direkt olarak kan
dolagimina ulagir. Dolagima katilan melatonin, viicutta biitiin biyolojik sivilara ve

dokulara dagilir. Yapilan analizlerde, bir¢cok viicut sivisi ve dokularinda (beyin
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omurilik s1visi, tiikiiriik, lenf, amniotik siv1, idrar, sperma , retina ve siyatik sinir)
melatonin varligr gosterilmistir. Bunun yani sira, bu hormon anneden fotusa
placenta yolu ile, yeni doganlarda ise siitle gecmektedir (74,75).

Melatonin hormonunun dolasimdaki yarilanma siiresi 10-40 dakika
arasinda olup, baslica karacigerde ve bobreklerde metabolize olur (74,75).
Melatoninin % 90’m1 karacigerden ilk gecisinde metabolize olur ve mikrozomal
enzimler tarafindan 6-hidroksimelatonine doniisiir. Bu madde siilfat veya daha az
olarak da glukoronik aside baglanir ve idrarla atilir (74). Melatonin hormonunun

idrardaki baslica metaboliti, 6-sulfatoksimelatonin’dir (75,76).

1.4.2. Melatonin Hormonunun Fonksiyonlari
Endokrinolojik Fonksiyonlarin Diizenlenmesi

Melatoninin, hipotalamus-hipofiz-gonadlar sistemi iizerinde baskilayici bir
etki gosterdigi bildirilmektedir. (73-80). Bu hormon, hipotalamus diizeyinde
GnRH (Gonadotropin-releasing hormon) {iretimini baskilayarak 6n hipofizdeki
LH (Luteinizing hormon) salimmin inhibe etmektedir. Ayrica, melatonin
endorfin gibi GnRH salgilanmasin1 azaltan opioid maddelerin sekresyonunu da

artirmaktadir (76).

Gonadotropik  hormonlarin  yan1  sira, melatonin diger hipofiz
hormonlarinin salgilanmasi iizerinde de etki gosterir. Prolaktin salgilanmasindaki
aris, MSH (melanosit situmulating hormon) salgilanmasinin inhibisyonu,
vazopressin’in giinliik salgilanma ritminin ve erkeklerde bazal GH (Growth
hormon) sekresyonunun arttirilmasi gibi etkiler melatonin hormonunun islevleri

arasindadir (74-76).

Melatonin ayrica tiroid, bobrekiistii bezi gibi diger endokrin organlar
tizerinde de etkilidir. Tiroid bezi fonksiyonlar1 tizerinde genel bir inhibitor etki
gosteren melatonin, ayrica bobrekiistii  bezindeki  glukokortikoid  ve

mineralokortikoid sekresyonunu azaltmaktadir (73,75,81,82).
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Immun Fonksiyonlarin Uyarilmasi

Melatonin, immunomodiilatdr, timotropik ve anti-stres aktivitesi gibi sahip
oldugu fonksiyonlarimi hipotalamusta TRH (thyrotropin-releasing hormon)’in
sentezi ve salgilanmasim etkileyerek ortaya koymaktadir. Melatonin sentezinin
engellenmesi durumunda humoral ve hiicresel immun reaksiyonlarda azalma
gozlenirken, disaridan uygulanan melatonin immun fonksiyonlar1 yeniden

uyarmaktadir (76,83).

Uyku Ritminin Diizenlenmesi

Melatonin hormonunun gece siiresince diisiikk diizeylerde salgilanmasi
uyku siiresinin azalmasima neden olmaktadir. Sekresyon azliginin devam ettigi
durumlarda, “uyuma gii¢liigii” ve “sik sik uyanma” tablolar1 goriilmektedir.
Deneysel olarak yapilan ¢aligmalarda da, disaridan verilen melatonin hormonunun

“uyku siiresi”’ni uzattigi bildirilmistir (75).

Viicut Isisinin Diizenlenmesi

Hipotalamus’un 6n boliimii (preoptik saha) 1s1 merkezidir. Bu sahadaki
ndronlarda melatonin reseptorleri mevcuttur. Hormon bu sahay1 etkileyerek viicut

1sisinda diisiise sebep olmaktadir (73,74).

Kardiovaskiiler Sistem Uzerine Etkisi

Melatonin kardiovaskiiler sistem iizerinde koruyucu bir etkiye sahiptir.
Kan kolesterol seviyesini diigiirmekte, atherosklerozis ve hipertansiyon riskini

azaltmaktadir (74).

Motor Aktivite Uzerine Etkisi

Deneysel olarak sicanlar iizerinde yapilan calismalarda, yiiksek dozda
uygulanan melatonin hormonunun ataksi, motor inkoordinasyon ve motor

aktivasyonda azalmaya yol agtig1 bildirilmistir (75).
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Antioksidan Etkisi

Son yillarda yapilan caligmalarda, melatonin hormonunun gii¢lii bir
antioksidan oldugu (84,85) ve dokularda lipid peroksidasyon sonucu olusan

oksidatif hasar1 6nledigi bildirilmistir (86-88).

Melatonin hem yagda hem de suda ¢6ziinebilir 6zellige sahip oldugu icin,
niikleus dahil hiicrenin her organeline ulasabilir. Bu 6zellik, DNA’nin oksidatif
hasara karsi korunmasinda melatonine bir iistiinliikk saglamaktadir (89). Ayrica,
melatonin hiicresel diizeyde mitokondrilere niifuz edebilen bir antioksidandir ve
mitokondrileri oksidatif hasardan korur (73). Bu onemli bir 6zelliktir. Ciinkii,
apoptotik siirecin baglamasinda mitokondrial oksidasyon biiyiik bir role sahiptir.
Bir bagka ifadeyle, mitokondrial oksidasyon hiicreyi apoptozise gotiirmektedir
(90). Melatonin gii¢lii antioksidan etkisinin yami sira, siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin

aktivitesini de stimiile etmektedir (91).

Ancak, melatonin hormonunun antioksidan 6zelligi bircok caligmalarda
gosterilmesine ragmen, formaldehit maruziyeti sonucu testis dokusunda
olusabilecek apoptotik degisiklikler iizerinde nasil bir etki gosterdigine dair bir
aragtirmaya rastlanmamistir. Bu yiizden, yapacagimiz bu calismada, formaldehit
uygulamasiyla testislerde olusabilecek histopatolojik degisikliklere kars1
melatonin hormonunun koruyucu etkisi immunohistokimyasal ve biyokimyasal

diizeylerde arastirilacaktir.
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1.5. immunohistokimya

1.5.1. Genel Bilgiler

Immunohistokimyasal boyama, isaretlenmis antikor ile antijenin
birlesmesi reaksiyonuna dayanan cok hassas ve 6zgiin bir yontemdir. Hiicrelerde
yerlesmis olan bir molekiiliin belirlenmesi ve gosterilmesi amaciyla, bu molekiile
spesifik olarak hazirlanan isaretli antikorlarin 151k veya elektron mikroskop
diizeylerde gosterilmesi esasina dayanir. Enzim ve protein gibi belirlenmesi zor

olan molekiiller immunohistokimyasal boyama teknikleriyle tespit edilmektedir

(92,93).

1.5.2. Immunohistokimyasal Boyamada Kullanilan Antikorlar
“Y” seklinde iki zincirden olusan antikor molekiilii karmasik bir yapiya

sahiptir. “Y” harfinin kisa kollarn antijene, uzun kolu ise komplemana
baglanmaktadir. Immunohistokimyasal yontemlerin temel tast olan antikorlar,
dokuya disaridan uygulanarak ilgili antijenin tespiti saglanmir. Bu boyama
tekniginde monoklonal ve poliklonal olmak iizere iki tiir antikor kullanilir (94).
Monoklonal antikorlar belirli bir klona ait olduklarindan, antijen iizerinde
yer alan 6zel bir epitop ile reaksiyona girer. Poliklonal antikorlara gore daha
yiiksek bir homojeniteye sahiptirler (Sekil 2). Poliklonal antikorlar ise, organizma
tarafindan yabanci kabul edilen protein molekiiliiniin farkli bdolgelerine
baglanabilirler. Cok sayida antikor icerdiklerinden dolayi, dokular i¢in yeterince

spesifik degildirler (94).



22

Afjir Jincw
.5 - - b Fd
. Ly g o »w L N
s S _/‘,.__ Ve [ T = » 5 )]
Y L L y 7 /}"‘-‘_\_‘ - ey . .{.}-‘____// o
S oy = MRS -  Ankien
' b L s r / ¥
P oy ! 4 4 vk." __-"-..‘_'_» . Babjlayan n pact -
- y n f # P Bala w—n
R L, o B TR Bolge b ‘ ~l
ey § F :
- - b %: 1
£ 3
e fs a 7= Biyologk: Ras &
Ets = Aldnite P # ST
g | = - Baolgesi
% ! s—54 \.f -

Sekil 2: Monokloanal Antikorun Yapist.

1.5.3. Immunohistokimyasal Boyama Metodlar
Immiinenzimatik ve immiinofliioresan olmak iizere iki temel boyama

metodu mevcuttur.

1.5.3.1. immunenzimatik Boyama

Bu yontemde, antijen-antikor reaksiyonu 6zel enzimler araciligiyla renkli
son iiriinlere doniisturiilir. Alkalen fosfataz, PB-galaktozidaz, glikoz oksidaz,
horse-radish peroksidase (HRP) en sik kullanilan enzimlerdir. Dokudaki antijenin
konsantrasyonu ne kadar fazla ise boyanma da o kadar koyu olmaktadir (95).

Calisilacak olan dokunun 6zelligine, duyarlilik derecesine ve inkubasyon
siiresine gore, immunenzimatik boyama metotlarinda direkt ve indirekt olmak

tizere iki baglica iki yontem kullanilir (95).

Direkt Yontem:
Kullanimi giderek azalan bu yontemde, primer antikorun antijene direkt
olarak baglanmasi s6z konusudur. Bu yontemde, tek bir antikor kullanildig: i¢in

diisiik kalitede boyanma elde edilmektedir.
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Indirekt Yontem:

Bu boyama metodunda, oncelikle primer antikorun antijene baglanmasi
gerceklesir. Daha sonra, isaretlenmis olan sekonder antikor devreye sokulur.
Sekonder antikor, primer antior-antijen kompleksini “antijen” olarak kabul eder
ve baglanir. Bu ikili antikor yapisinin {iizerine substrat kromojen soliisyonu
eklenir. Bu yoOntemde, primer ve sekonder antikorun elde edildigi
immunoglobulinlerin birbirleriyle uyumlu olmasi gerekmektedir. Daha yaygin
olarak uygulanan indirekt yontemde, kullanilan maddeye gore baslica lic metot

tercih edilir (95). Bu metotlar su sekilde siralanir;

a) Avidin-Biyotin Metodu (ABC Metodu)

Bu yontemde, biyotin ihtiva eden sekonder antiokorun iizerine peroksidaz
enzimiyle isaretli avidin-biyotin kompleksi ilave edilir. Daha sonra substrat —
kromojen soliisyonu eklenerek doku antijeni goriiliir hale getirilir. Avidinin,

biyotine olan afinitesinin yiiksek olmasi bu yontemi duyarli kilmaktadir (96).

b) Indirekt Immunoperoksidaz Metodu
Primer antikor-antijen bilesigi iizerine peroksidaz tasiyan sekonder antikor
eklenir. Meydana gelen bu komplekse de substrat kromojen bilesigi eklenerek

metot gerceklestirilir (95).

c¢) Enzim-Antienzim Kompleks Metodu (PAP Metodu)
Bu yontemde sekonder antikorun {iizerine c¢oziinebilirligi yiiksek olan
enzim-antienzim kompleksi ve substrat kromojen soliisyonu ilave edilir. Enzim-

antienzim kompleksi olarak en sik peroksidaz-antiperoksidaz  (PAP)

kullanilmaktadir (95) ( Sekil 3).
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Sekil 3: immiinenzim Boyama Metotlar1.

1.5.3.2. immunfluoresan Boyama

Bu yontemde de, oncelikle primer antikorun antijenle birleserek “primer
antikor-antijen” kompleksini olusturmasi saglanir. Daha sonra, kullanilacak olan
sekonder antikora fluoresan 151k yayabilen bir kromofor eklenir. Bu kromoforun
1s1ma ozelliginden faydalanilir. Bu sayede, incelenen doku ve hiicredeki antijenin

dagilimi fluoresan mikroskop altinda incelemeye tabi tutulur (92).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Hayvanlarimin Bakim

Arastirma, 230-250 gr agirliginda toplam 21 adet Wistar-Albino cinsi
erkek siganlar iizerinde gergeklestirildi. 21 °C oda 1sisinda, 12 saat 151k (7:00-
19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutulan sicanlar 6zel olarak yaptirilan
kafeslerde barindirildi. Deney siiresince hayvanlarin beslenmelerinde normal
cesme suyu ve hazir pellet yem kullanildi (Tablo 1).

Calismamiz, Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kurulu
(AKUHEK) tarafindan onaylanmustir ve ¢calisma boyunca AKUHEK in belirledigi

standartlara uygun c¢alisilmistir.

Tablo 1: Deney hayvanlarina verilen sican yeminin terkibi (g/kg).

Bugday 150
Misir 100
Arpa 270
Kepek 80
Soya 294
Balik Unu 80
Tuz 6

Kavimix VM 23-Z * 2

Methionin 2

DCP ** 16

*1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0.8 mg K3, 0.8 mg By, 2.4
mg B,, 1.2 mg Bg, 0.006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3.2 mg Cal. D.
Panth., 0.32 mg Folic acid, 0.02 mg D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc
Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0.8 mg I, 0.2 mg Co, 0.06
mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

*%% 18 fosfor, %25 kalsiyum, %0.2 flor’dan olusur.
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2.2. Gruplarm Olusturulmasi ve Uygulamalar

Calismada kullanilan sicanlar ti¢ gruba ayrildi.

Grup 1. Kontrol Grubu (n =7):
Kontrol grubu siganlara giin asir1 olarak ve intraperitoneal (i.p) yolla

sadece serum fizyolojik enjekte edildi.

Grup II. Formaldehit Grubu (n = 7):

Bu gruptaki siganlara yine giin asirn olarak ve serum fizyolojik ile 1/10
oraninda sulandirilmis 10 mg/kg dozundaki formaldehit i.p olarak uygulandi.
Uygulamada, formaldehit’in % 37’lik formu (formalin, Sigma-Aldrich
Formaldehyde % 37 solution, Deisenhofen, Germany) kullanilda.

Grup III. Formaldehit + Melatonin Grubu (n = 7):
Bu gruba ise giin asir1 uygulanan formaldehitin yam sira, serum fizyolojik
ile 1/10 oraminda sulandirilmis 25 mg/kg dozundaki melatonin (Sigma, St. Louis

MO, USA) intraperitoneal yolla ve de yine giin agir1 olarak enjekte edildi.

Bir aylik deney siiresi sonunda tiim sicanlar dekapite edilerek oldiiriildii.
Hayvanlara ait testisler ¢ikartilarak cevre dokulardan temizlendi. Her sicana ait
testislerden biri biyokimyasal digeri de immunohistokimyasal incelemeler igin

kullanildi.

2.3. Biyokimyasal Olciimler

Biyokimyasal analizler i¢cin alinan testis doku ornekleri oncelikle soguk
(+4 °C) 0.15 M’lik potasyum Kloriir (KCI) ile yikandi ve kurutma kagidi ile
kurutuldu. Daha sonra dokular homojenizatéor ile (Ultra Turrax Type T25-B, IKA
Labortechnic, Germany) 0.15 M’lik KCI ¢6zeltisi iginde 16000 rpm’de 3 dakika

homojenize edildi.
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Homojenizasyon bir buz kabinin igerisinde gerceklestirildi. Homojenat
5000xg’de 1 saat (+4°C’de) santrifiijlenerek siipernatan elde edildi ve analiz
zamanina kadar (1 hafta) —40 °C’de bekletildi. Elde edilen siipernatanda,
antioksidan enzimlerden olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ile oksidatif hasarin bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)

degerleri spektrofotometrik olarak tayin edildi.

SOD tayini: Siiperoksit dismutaz enzim degerleri Sun ve ark.’nin
modifiye ettigi metotla belirlendi (97). Bu metodun prensibi nitroblue
tetrazolium’un (NBT) siiperoksit iireticisi olan ksantin-ksantinoksidaz sistemi
tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Calismamizda SOD aktivitesi

tinite/gram (U/g) doku proteini olarak ifade edildi.

GSH-Px tayini: Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve ark.’nin
metoduna gore calisildi (98). GSH-Px hidrojen peroksit varliginda rediikte
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’1n
NADP+’ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de

okunmasiyla hesaplandi ve iinite/gram (U/g) doku proteini seklinde belirtildi.

MDA tayini: Lipid peroksidasyon 6l¢iim metodu olan Esterbauer metodu
uygulanarak yapildi (99). Tiyobarbutirik asit ile 90-95 °C’de reaksiyona giren
malondialdehit, pembe renkli kromojen olusturmaktadir. On bes dakika sonra
hizla sogutulan numunelerin absorbanslar1 532 nm’de spektrofotometrik olarak

okundu. Sonuglar nanomol/gram (nmol/g) doku proteini olarak ifade edildi.

2.4. Histolojik Uygulamalar

Mikroskobik incelemeler i¢in alinan testis doku ornekleri %10’luk
formaldehit soliisyonunda tespit edilerek trimlere ayrildi. Elde edilen doku
trimleri ¢esme suyunda yikandiktan sonra rutin histolojik takip serilerinden

gecirilerek parafine gomiildii (Tablo 2).
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Tablo 2: Histolojik takip serileri.

Sira No Kullamlan Madde Kimyasal Bekletiime

Siiresi

1 %70 Alkol 2 saat

2 %80 Alkol 1.5 saat

3 %96 Alkol 1 30 dakika

4 %96 Alkol 11 30 dakika

5 %100 Alkol I 30 dakika

6 %100 Alkol II 30 dakika

7 Alkol + Ksilol 15 dakika

8 Ksilol I 30 dakika

9 Ksilol II 30 dakika

10 Yumusak Parafin + Ksilol 45 dakika

11 Yumusak Parafin 1 saat

12 Y. Parafin + Sert Parafin 1.5 saat

13 Sert Parafin 3 saat

2.5. Immunohistokimyasal Boyama

Elde edilen parafin bloklardan alinan 5 wm kalinhigindaki 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 IgG; (Santa Cruz Biotechnology U.S.) kullanildi.(Tablo 3)
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Tablo 3: immiinohistokimyasal boyama prosediirleri.

Sira Islem Siiresi
1 Deparafinizasyon 1 saat
2 Distile su 5 dakika
3 Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS)’de (pH: 7.6) 5 dakika
4 %3’liikk H,O,’de 5 dakika
5 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
6 Primer antikor (Bax) —oda 1s1sinda 30 dakika
7 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
8 Sekonder antikor 30 dakika
9 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
10 Streptavidin peroksidaz 30 dakika
11 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
12 AEC Kromojen 10 dakika
13 Distile su 5 dakika
14 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 1 dakika
15 Akarsuda 1 dakika
16 Kurulama
17 Ozel kapatma maddesi ile kapatma

Bu islemlerden gecirilerek boyanan testis doku kesitleri Olympus BX50
arastirma mikroskobu ile degerlendirildi. Immunohistokimyasal olarak hiicre
sitoplazmalarinda gozlenen Bax boyanmasinin siddeti 0’dan +5’e kadar semi-

kantitatif olarak derecelendirildi (Tablo 4).
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Tablo 4: Immunohistokimyasal boyanma yogunlugunun
derecelendirilmesi.
Derece Anlam
0 Yok
+1 Minimal
+2 Az
+3 Orta
+4 Cok
+5 Siddetli

2.6. istatistiksel Analiz

Biyokimyasal parametre sonuclarinin (SOD, GSH-Px, MDA) analizi icin
“SPSS 9.05 for windows” istatistik programi kullanildi. Gruplarin dagilimlari,
non-parametrik  testlerden one-sample = Kolmogorov-Smirnov  Test ile
degerlendirildi.  Gruplar normal dagilim  gosterdiginden  degerlerin
karsilastirilmasinda parametrik testlerden one-way ANOVA ve Post Hoc
testlerden LSD kullanildi. Istatistiksel anlamlilik i¢in p<0.05 olan degerler anlamli
kabul edildi. Elde edilen veriler aritmetik ortalama + standart sapma (SS) seklinde

tabloya gecirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Bulgular

Gruplara ait testis doku orneklerinde, spektrofotometrik olarak siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve malondialdehit (MDA)
degerleri belirlendi.

Formaldehit verilen sicanlarda, oksidatif antioksidan enzimlerden olan
(SOD) ve GSH-Px degerlerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azaldigi goriildii (p<0.05). Ayrica oksidatif hasart belirlemede 6nemli
bir parametre olarak alinan ve dokuda lipid peroksidasyonun bir gostergesi olan
MDA diizeylerinin de, formaldehit uygulanan grupta yine istatistiksel olarak
anlaml1 bir sekilde arttig1 tespit edildi (p<0.05) (Tablo 5).

Formaldehit maruziyeti ile birlikte melatonin uygulanan sicanlara ait
biyokimyasal parametreler, formaldehit grubuyla karsilastirildiginda ise SOD ve
GSH-Px enzim diizeylerinin arttifi, MDA seviyelerinin de azaldigi goriildii
(p<0.05) (Tablo 5).

Calismamizin  biyokimyasal bdliimiinde elde ettigimiz bu sonuglar;
formaldehitin testis dokusunda oksidatif hasara yol a¢tiginm1 ve meydana gelen bu

hasarin melatonin uygulamasiyla 6nlendigini ortaya koydu.
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Tablo S5: Gruplara ait testis doku orneklerindeki siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve malondialdehit (MDA) degerleri.

SOD GSH-Px MDA
GRUPLAR n (U/g protein) (U/g protein) (nmol/g protein)
KONTROL 7 263.8+2.7 2374+3.1 6.110.6
FORMALDEHIT 7 148.4+32° 775+53" 13.7+0.8"
FORMALDEHIT
+ 7 2425+39" 1982+5.6 73405
MELATONIN

n: denek sayisi. Degerler ortalama + SS seklinde verilmistir. *: p<0.05 (kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda); **: p<0.05 (formaldehit grubu ile karsilastirildiginda).

3.2. Immunohistokimyasal Bulgular

Calismamizda, apoptozis’in varligin1 ortaya koymak icin her ii¢ gruba ait
testis doku kesitlerinde yapilan immunohistokimyasal Bax boyamasi goézden
gecirildi. Bax proteininin testis dokusunda goriiniir hale getirilerek incelenmesi
icin yapilan bu boyamada, saptanan reaksiyonun yogunluguna gore degerlendirme
yapildi.

Kontrol grubuna ait testis kesitleri incelendiginde, hem tubiil duvarindaki
spermatogenetik hiicre hem de interstisyel alanlardaki Leydig hiicre
sitoplazmalarinda immunohistokimyasal olarak Bax boyanmasinin olmadig (0)

goriildii (Resim 1,2).
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Formaldehit uygulanan sicanlarda ise, spermatogenetik ve Leydig hiicre
sitoplazmalarinda siddetli derecede (+5) Bax boyanmasinin meydana geldigi
tespit edildi (Resim 3,4).

Formaldehit maruziyeti ile birlikte melatonin enjekte edilen grupta da Bax
boyanmasinin, spermatogenetik ve Leydig hiicre sitoplazmalarinda minimal
derecede (+1) oldugu gozlendi (Resim 5).

Yapmis oldugumuz immunohistokimyasal degerlendirme sonucunda,
formaldehit maruziyetine bagli olarak testis dokusunda meydana gelen

apoptozisin melatonin enjeksiyonu ile baskilandig: tespit edildi.
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Resim 1: Kontrol grubuna ait seminifer tubiil yapisi incelendiginde,
immunohistokimyasal olarak Bax boyanmasinin olmadig goriilmekte. X40.

Resim 2: Kontrol sicanlarina ait testis doku kesitinin gortiniimii. Seminifer
tubliller aras1 interstisyel alanda yer alan Leydig hiicre sitoplazmalarinda Bax
boyanmasinin negatif oldugu dikkati ¢ekmekte. X40.
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Resim 3: Formaldehit uygulanan si¢anlara ait testis dokusu incelendiginde,
seminifer tubiil duvarindaki spermatogenetik hiicre sitoplazmalarinda siddetli bir Bax
boyanmasinin oldugu goze carpmakta (ok). X40.

Resim 4: Formaldehit maruziyeti sonucu Leydig hiicre sitoplazmalarinda Bax
boyanmasinin yogun oldugu gozlenmekte (ok). X40.
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Resim 5: Formaldehit maruziyeti ile birlikte melatonin uygulanan gruba ait testis
dokusunun goriiniimii. Hem spermatogenetik hiicre sitoplazmalarinda (ince ok) hem de
Leydig hiicre sitoplazmalarinda (kalin ok) minimal derecede Bax boyanmasinin oldugu
dikkati cekmekte. X40.
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4. TARTISMA

Formaldehit, cesitli sanayi ve endiistri {iriinlerinin {iiretilmesinde ve de
ozellikle tip alaninda yaygin olarak kullanilan kimyasal bir maddedir. Bulundugu
her ortamda ve oda sicakliginda gaz haline gegebildigi i¢in siklikla karsimiza
cikmaktadir. Uretildigi ve kullamildigi sanayi ve endiistriler ile tip
laboratuarlarinda calisan kisiler formaldehite maruz kalmaktadir (15,41).
Hayvanlarda mutajenik ve kanserojenik oldugu belirlenen formaldehit, sinir
sistemi, solunum sistemi, gastrointestinal sistem gibi bir¢ok sistem iizerinde
olumsuz etkilere sahiptir (15,28,29,32,42,43). Alerjik ve hematolojik etkilere de
sahip olan formaldehit, géz tizerinde de zararh etkiler gostermektedir (34,100).

Genital sistem iizerinde de olumsuz etkiler gosteren formaldehitin, germ
hiicrelerine zarar verdigi ve her iki cinste de primer ve sekonder infertiliteye
neden oldugu bildirilmistir (57). Kadinlarda menstruel fonksiyonlar1 bozmakta ve
teratojenik potansiyele sahip oldugu icin gebeligi ve embriyonal gelismeyi tehdit
etmektedir (59). Calistiklar1 ortam geregi formaldehite maruz kalan kadinlarda,
spontan abortus, anemi ve diisiik dogum agirlikli bebek gibi bazi dogumsal ve
dogumsal olmayan patolojilerin meydana geldigi bildirilmistir (60). Formaldehitin
erkek iireme sistemi {izerindeki zararli etkileri de deneysel olarak yapilan
calismalarda gosterilmistir (61-63,101-103).

Organizmada normal fizyolojik sartlarda veya herhangi bir patolojik olay
sonucunda olusan serbest radikaller ile bunlarin koruyucusu olan antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengenin serbest radikaller lehine kaymas1 oksidatif
stresi goOsterir. Canlilar oksidatif hasara karst enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan sistem ve molekiillerle korunur. Hiicre seviyesinde etkili olan
enzimatik antioksidan sistemler icerisinde (SOD) ve (GSH-Px) yer alir (104).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, formaldehite maruz kalmis testis doku
orneklerinde SOD ve GSH-Px aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldiginm tespit ettik. SOD ve GSH-Px enzimlerindeki bu azalma,
dokudaki antioksidan savunma mekanizmasinin formaldehit tarafindan
bozuldugunu gostermektedir.

Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonu sonucu olusan iiriinlerden

biridir ve oksidatif hasar1 gostermede yaygin olarak kullanilan bir parametredir
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(105). Calismamizda da, formaldehit uygulanan grupta MDA diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlaml bir sekilde arttign goriilmiistiir. MDA diizeyindeki bu artis,
FA’nin testislerde lipid peroksidasyonuna ve dogal olarak oksidatif hasara yol
actigini ortaya koymustur.

Zhou ve ark., siganlar lizerinde yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda, solunum
yoluyla uygulanan formaldehitin testislerde okdisatif hasara yol actigini,
formaldehit maruziyeti sonucu doku SOD ve GSH-Px degerlerinin diistiigiinii,
MDA degerlerinin ise arttigini tespit etmislerdir(101). Benzer sekilde, Tang ve
ark. da, 5 giin siiresince intraperitoneal olarak formaldehit uygulanan farelerde,
testis doku MDA degerlerinde bir artisin oldugunu gostermislerdir(102). Yapmais
oldugumuz bu caligmanin biyokimyasal verileri, formaldehitin testislerde
oksidatif hasar olusturmasi yoniiyle, Zhou ve ark. ile Tang ve ark.’min ortaya
koyduklar1 sonuglar ile uyum gostermektedir. Ayrica, daha 6nce yapilan deneysel
arastirmalarda, formaldehit maruziyetinin degisik dokularda da oksidatif hasar
olusturdugu bildirilmistir (106-108).

Yine daha 6nce deneysel olarak yapilmis olan aragtirmalarda, formaldehit
uygulamasinin testis morfolojik yapisinda da degisikliklere neden oldugu ortaya
konmustur (61-63, 101, 102). Ozen ve ark. (62,63) sicanlar {izerinde
gerceklestirmis olduklar1 c¢aligmalarinda, formaldehitin testis agirliklar  ve
seminifer tubiil ¢aplarinda azalmaya neden oldugunu ve leydig hiicrelerinde
histopatolojik degisikliklerin meydana geldigini gostermislerdir. Ayrica,
formaldehit maruziyeti sonucu, kan testosteron seviyelerinde de bir diisiisiin
oldugunu tespit etmislerdir. Zhou ve ark. da, 2 hafta siiresince formaldehit soluyan
sicanlarda seminifer tubiil atrofisinin olustugunu gostermislerdir(101). Majumder
ve Kumar ise 1 ay siiresince ve de giinliik olarak 10 mg/kg dozunda formaldehit
uygulanan siganlarda, testis DNA miktarinda azalmanin meydana geldigini ifade
etmislerdir(103). Bunun yami sira, yine deneysel olarak yapilan calismalarda,
formaldehitin sperm sayis1 ve miktarinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir
(61, 101-103). Ancak, yapmis oldugumuz literatiir taramalarinda formaldehit
maruziyetine bagh olarak testis dokusunda meydana gelen apoptotik degisiklikler

ile ilgili calismaya rastlanmamistir.
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Gerceklestirmis oldugumuz bu calismada ise, formaldehit maruziyetine
baghh olarak hem seminifer tubiildeki spermatogenetik hiicrelerde hem de
interstisyel ~ alanlardaki  leydig  hiicrelerinde  apoptozisin  olustugu
immunohistokimyasal olarak gosterilmistir. Spermatogenetik hiicrelerde tespit
ettigimiz apoptozis, formaldehit maruziyetine bagl olarak testis dokusunda
spermatozoit iiretiminin olumsuz yonde etkilendigini ifade etmektedir. Leydig
hiicrelerindeki apoptotik degisiklikler ise testosteron iiretiminin azalmis
olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu yiizden, yapmis oldugumuz arastirmanin
mikroskobik bulgular1 daha once yapilmis olan histolojik calismalarin sonuglari
ile paralellik gostermektedir.

Pineal bez tarafindan salgilanan melatonin viicutta bircok fizyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorev alir. Ayrica giiclii bir antioksidan oldugu
(84,85) ve dokularda lipid peroksidasyon sonucu olusan oksidastif hasar1 6nledigi
bildirilmistir (86-88). Melatonin gii¢lii antioksidan etkisinin yan1 sira, siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesini de stimiile eder (91).

Son zamanlarda, degisik dokular iizerinde yapilmis olan arastirmalarda,
melatoninin antioksidan 6zelligi vurgulanmis ve melatonin hormonunun oksidatif
strese bagli olarak olusan doku hasarina karsi koruyucu etkisinin oldugu
bildirilmistir (109-114). Kabuto ve ark. sicanlar iizerinde yapmis olduklar in vitro
calismalarinda, beyin korteksinde demirle indiiklenmis oksidatif hasarin
melatonin uygulamasi ile engellendigini tespit etmislerdir(109). Benzer sekilde
Tan ve ark., sican hipokampiisiinde siyanik asitle olusturulmus noronal hasara
kars1 melatoninin koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir(110). Erol ve ark. ise,
sican beyin korteksinde gama-radyasyona bagli olarak gelisen MDA
diizeylerindeki artisin, melatonin uygulamasi ile azaldigmmi ve lipid
peroksidasyonun Onlendigini gostermislerdir(111). Yine sicanlar {izerinde
yapilmis olan arastirmalarda, deneysel olarak olusturulan akciger doku hasariin
melatonin uygulamasiyla engelledigi bildirilmistir (112-114). Bunun yan sira,
melatonin hormonunun degisik dokularda meydana gelen apoptozisi 6nledigi de

bildirilmistir (115-118).
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Yapmis oldugumuz bu caligmada da, formaldehit maruziyeti ile birlikte
melatonin uygulanan sicanlara ait testis dokusundaki SOD ve GSH-Px enzim
diizeylerinin arttigi, MDA seviyelerinin ise azaldigi goriildii. Bu baglamda testis
dokusunda formaldehit maruziyetine bagli olarak olusan oksidatif hasarin
melatonin tarafindan onlendigi goriildii. Ayrica, immunohistokimyasal olarak
yaptigimiz incelemelerde, formaldehit uygulamasiyla testislerde meydana gelen

apoptozisin melatonin enjeksiyonu ile geriledigi tespit edildi.
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5. SONUC

Sicanlar iizerinde biyokimyasal ve immunohistokimyasal diizeylerde
gerceklestirmis oldugumuz bu arastirma sonucunda, formaldehit maruziyetinin
testis dokusunda anioksidan savunma sistemini bozdugu ve oksidatif hasara yol
actig1 tespit edilmistir. Bunun yanmi sira, formaldehit uygulamasmin seminifer
tubiil duvarindaki spermatogenetik hiicrelerde ve testosteron iiretiminden sorumlu
Leydig hiicrelerinde apoptozise yol actig1 ortaya konmustur.

Ayrica, calismamizda formaldehit maruziyetine bagli olarak olusan
oksidatif hasarin ve de apoptotik degisikliklerin melatonin enjeksiyonu ile

baskilandig1 gosterilmistir.
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