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ONSOZz

Cevre kirliligi ve c¢evresel problemler genellikle dogaya saliman kimyasal
maddelerden kaynaklanmaktadir. Cevre kirliligine neden olan zararli maddeler
dogal yollarla zaman iginde yiyecek ve igeceklere karisarak canlilarin saglhiginm
olumsuz yonde etkilemektedir. Dogaya zararli olan bu kimyasal maddelerden biri
olan formaldehit, biyolojik Orneklerin saklanmasinda ve tibbi alanlarda ise
dezenfektan olarak kullanilmaktadir. Yine bu 6zeliklerine ek olarak regine, tekstil,
deri triinleri, kagit ve ilaglarin imalat1 gibi bir¢ok endiistriyel alanda ihtiya¢ duyulan
bir madde olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ayrica, yiyeceklerde (bazi yoresel
peynirlerde), kozmetik sanayinde ve ev temizlik iiriinlerinde koruyucu katki maddesi
olarakta kullanilmaktadir. Formaldehitin gilindelik hayatta budenli siklikla

kullanilmasi bu kimyasalin zararli etkilerine maruziyeti de beraberinde getirmektedir.

Canlilarda formaldehit ve diger bir¢ok kimyasal maddenin sebep oldugu toksisitenin
azaltilmasina yardimci olmak amaciyla bitkilerden elde edilen dogal ekstraktlardan
yararlanilmaktadir. Deve dikeni ekstraktindan elde edilen silimarin de geleneksel
tedavi anlayis1 igerisinde uzun yillardir tibbi alanda kullanilmakta olup yakin

zamanda literatiirde bir¢ok caligsmada yer almaktadir.

Organizmada normal fizyolojik sartlarda veya herhangi bir patolojik olay sonucunda
olusan serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin serbest
radikaller lehine kaymasi oksidatif stresin bir gdstergesi olarak kabul edilmektedir.
Canli organizma serbest radikallerin olusumuna bagli olarak sekillenen oksidatif
hasara karst enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar vasisitasiyla korunmaya
calismaktadir. Deve dikeninden elde edilen silimarinin gii¢lii bir antioksidan olarak
ortamda olusan serbest radikalleri siipiriicii etkisi ile hiicre membranin
stabilizasyonunda etkin olabilecegi literatiirde belirtilmektedir. Bu baglamda
calismamizda farelerde formaldehit ile olusturulan testis hasarina karsi silimarinin

koruyucu etkisini arastiritlmasi amag¢lanmaistir.
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OZET

Calismada formaldehit ile oksidatif testis hasari olusturulan farelerde, silimarinin
koruyucu etkisini arastirmak amaciyla 28 adet Swiss Albino erkek fare kullanildi.
Her grupta bulunan hayvan sayisi esit olacak sekilde kontrol (K), Formaldehit (F),
Silimarin (S) ve Silimarin+Formaldehit (SF) olmak Uzere hayvanlar dért gruba
ayrildi. Toplam 14 giin boyunca K grubuna intraperitoneal serum fizyolojik, F
grubuna 10 mg/kg/gin formaldehit, S grubuna 100 mg/kg/gin silimarin ve S+F
grubuna 10 mg/kg/gin formaldehit ve 100 mg/kg/gin silimarin uygulandi.
Uygulamalar sonunda kan érneklerinden plazma elde edildi. Elde edilen plazmalar
paraoksonaz (PONL1), arilesteraz (ARE) enzim aktiviteleri ile ylksek dansiteli
lipoprotein (HDL) o6lglimine kadar derin dondurucuda (-20°C) saklandi. Testis
dokusundan alinan 6rnekler, % 10'luk formaldehit ¢ozeltisi icerisinde histopatolojik
incelemeler i¢in patoloji laboratuvarina gonderildi. Calismamizda silimarin grubunda
hem PON1 hem de ARE aktivitesinde 6nemli diizeyde (P<0.05) artis tespit edilirken,
formaldehit uygulanan grupta ise PON1 ve ARE aktivitesinde Onemli dizeyde
(P<0.05) azalmanin oldugu tespit edilmistir. Silimarin+Formaldehit verilen grupta
ise histopatolojik parametrelerin kontrol ve silimarin grubuna yakin oldugu tespit
edildi. Silimarinin testikiler hicreler Gzerine olan bu olumlu etkilerinin PON1 ve
ARE aktivitelerinde gorilen degisikliklere paralel olarak antioksidan savunma
sistemini giliglendirmesiyle ilskili olabilecegi kanisini tasimaktayiz. Sonug¢ olarak,
farelerde formaldehit uygulamasinin hiicre hasar1 ve oksidatif strese neden
olabilecegi, buna karsilik antioksidan olarak silimarinin testikiiler hiicre hasarinin
azaltilmast ve oksidatif stresin Onlenmesinde koruyucu etkilere sebep oldugu

gbzlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Silimarin, Testis hasari, Paraoksonaz, Arilesteraz, Oksidatif

stres
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SUMMARY

In the study, 28 Swiss Albino male mice were used to investigate
theprotective effect of silymarin againts formaldehyde-induced oxidative testicular
damage in mice. The animals were divided into four groups, control (C),
formaldehyde (F), silymarin (S) and silymarin+formaldehyde (SF), with equal
numbers of animals in each group. In group C; intraperitoneal serum, in group F; 10
mg/kg/day formaldehyde, in group S; 100 mg/kg/day silymarin and in group SF; 4
mg/kg formaldehyde and 100 mg/kg/day silymarin was given for 14 days. Plasma
was separated from the blood samples obtained at the end of the applications. The
samples were stored at -20 °C in freezing until paraoxonase (PON1) and arylesterase
(ARE) enzyme activities and HDL (high-density lipoprotein) concentration were
measured. Testicular tissue samples were sent to the pathology laboratory for
histopathological examinations in 10% formaldehyde solution. In our study, a
significant increase in both PON1 and ARE activity (P <0.05) was observed in the
group given silymarin. This increase may be due to the fact that silymarin may be
associated with increased antioxidant activity by synergistic action with PON1 and
ARE enzymes. Similarly, in the formaldehyde treated group, a significant decrease
(P< 0.05) in the activity of PON1 and ARE could be suggested to be related to the
oxidative stress that may be caused by formaldehyde. In the group
silymarin+formaldehyde, histopathological parameters were close to the control and
silymarin group. We believe that these positive effects of silymarin on testicular cells
may be related to the strengthening of the antioxidant defense system in parallel with
the changes in PON1 and ARE activities. As a result, it has been observed that
intraperitoneal formaldehyde administration in mice may cause cell damage and
oxidative stress, whereas antioxidant silymarin causes protective effects in reducing

testicular cell damage and preventing oxidative stress.

Keywords: Silymarin, Testicular damage, Paraoxonase, Arylesterase, Oksidatif stres



1. GIRIS ve GENEL BIiLGILER

1.1. Formaldehit

Formaldehit, Alman kimyager August Wilhem von Hofman tarafindan 1867
yilinda bulunmustur (Sorg ve ark. 1996). Gilinlimiizde formaldehit, dokularin
dagilmasini ve bozulmasmi engelledigi i¢in biyolojik Orneklerin saklanmasinda,
kadavra ve organlarin tespiti ile patoloji ve histoloji laboratuvarlarinda dokularin
fiksasyon isleminde, dis kaplamalarimin yapiminda, bocek ve mikroorganizmalari
oldirdigi i¢in dezenfektan olarak ve birgok malzemenin sterilizasyonu ile
hemodiyaliz soliisyonlarinda kullanildig1 gibi endiistrinin degisik bir¢ok is kolunda
da (recine, tekstil, deri Grinleri ile ilag imalat1 ve ilaglarda koruyucu madde olarak)
kullanilmaktadir (Sherwani ve ark. 2002).

1.1.1. Formaldehitin Ozellikleri

Formaldehit, diisiik molekiil agirlikli, renksiz, suda ¢0zlinebilen, keskin
kokulu, erime noktas1 -92 °C, kaynama noktasi ise -21 °C olan yanici, oda
sicakliginda gaz haline doniigebilen ve de ¢abuk buharlagmasi nedeniyle solunum
yollarini tahris edici bir kimyasal maddedir. Kati haline para formaldehit, % 37’lik
s1v1 ¢Ozeltisine ise formalin ad1 verilmektedir. Yine sivi formu mililitre (ml), gaz hali

ise part per milyon (ppm) olarak ifade edilmektedir (Smith 1992).

Formaldehit, genellikle organizmaya oral yolla, gida sterilizasyonu ve gida
ambalajlarinin bilesiminden gecerek gastrointestinal irritasyona sebep olarak gastrit
olusturmaktadir. Formaldehitin, oral etkisinin subakut dénemde 4 haftada, kronik
donemde ise iki yilda gastrik mukoza hasarina neden oldugu kaydedilmektedir
(Canbilen ve ark. 1999). Iki y1l boyunca igme suyuna formaldehit eklenerek beslenen
siganlarda, atrofik gastrit, mide mukozasinda kalinlagsma, fokal hiperkeratoz ve
iilserasyon goriilme sikliginda artis oldugu bildirilmektedir (Til ve ark. 1989). Yine
disaridan maruz kalinan formaldehit, miik6z membranlar i¢in irritan olmakta ve
proteinler, niikleik asitler, doymamis yag asitleri ile birlesme egilimi géstermektedir.

Formaldehit irritasyonuna bagli olarak karin agrisi, kramplar, kusma, ishal gibi



semptomlar (Burkhart ve ark. 1990) goriilmekle ile birlikte immun duyarlilik,
mutajenite ve kanserojeniteye bagli toksik etkiler de goriilmektedir. Yapilan deneysel
arastirmalarda formaldehit’in; solunum, sindirim ve sinir sistemi gibi birgok sistem
tizerinde zararh etkiler gosterdigi, deri iltihabi, g6z yangisi, astim, rinit, farenjit ve
akciger 6demi gibi klinik tablolara neden oldugu kaydedilmektedir. Organizmaya
disaridan alman formaldehit, viicut igerisinde depo edilmeyip formaldehit
dehidrogenaz enzimi aracilifiyla, karaciger ve eritrositlerde formik asite doniiserek,
idrar ve diski yoluyla ya da karbondioksite okside olarak solunum yoluyla disari

atilmaktadir (Green ve ark. 1987).
1.1.2. Formaldehitin Sistemler Uzerine Etkileri

Formaldehit hemen her ortamda gaz haline doniisebilmektedir. Cok diisiik
konsantrasyonlarda formaldehite maruz kalinmasi durumunda bile miikoz
membranlar tizerinde siddetli irrite edici etkiler yaratmasi nedeniyle alt-lst solunum
yollarina zarar verebilmektedir (Heck ve ark. 1990). Formaldehitin solunum
fonksiyonlarmi olumsuz etkiledigi, neoplastik olmayan lezyonlar1 tetikledigi,
solunum sisteminde duyusal irritasyon ve solunum yollarinda kanser olusumuna

neden oldugu belirtilmektedir (ATSDR. Agency for Toxic. 1999).

Akut formaldehit maruziyeti sonucu, bogaz agrisi, g6z ve burun
hassasiyetinin meydana gelmesi, formaldehitin kokusunun keskin ve rahatsiz edici
olmasindan kaynaklanmaktadir (Witek ve ark. 1987). Duyusal irritasyonun basladigi,
kisilerin formaldehit dumaninmi1 hissedebilecekleri sinir, 1 ppm formaldehit dumani
olarak belirtilmektedir (Heck ve ark. 1990). Nazal epitellerde silia kaybi ile birlikte
epitelyum hasaria, metaplaziye ve goblet hiicre hiperplazisine neden oldugu

kaydedilmektedir (Vural 1993).

Deney hayvanlarinda yapilan bir c¢alismada, diisiik dozlarda wverilen
formaldehit maruziyeti sonucu st solunum yollarinda inflamatuar hiicre
degisikliklerinin meydana geldigi ve 10-20 ppm doz araliginda formaldehite maruz
kalan kisilerde, nefes darligi, Oksiirik, pulmoner semptomlar gorildiigii
kaydedilmektedir. Yine formaldehite ylksek dozlarda maruz kalanlarda larinks

O6deminin sekillendigi, 50-100 ppm doz araliginda formaldehite maruz kalanlarda ise



pnomoni, pulmoner inflamasyon ve 6demin gdzlemlendigi belirtilmektedir (Heck

1999).

Formaldehitin {ireme hiicrelerine zarar verdigi, disi ve erkek iireme
hiicrelerinde primer ve sekonder infertiliteye neden oldugu bildirilmektedir. Ayrica
menstriel fonksiyonlarda bozukluklara neden oldugu ve gebelikte embriyonel

olusum {iizerine olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir (Halperin ve ark. 1983).

Yapilan c¢alismalarda, formaldehite maruz kalan hamile laboratuvar
calisanlarinda spontan abortlar ile diisiik dogum agirlikli-anemik bebeklerin dogdugu
gosterilmektedir. Erkeklerde ise sperm sayisi, ejakulat miktari, testis agirliklarinda ve
seminifer tiibiil ¢aplarinda azalmalarin oldugu; leydig hiicrelerinde de histopatolojik
degisikliklerin olustugu ve serum testosteron, ¢inko, bakir, demir degerlerinde

diisiislere sebep oldugu belirtilmektedir (Ozen ve ark. 2005).

Formaldehit ciltte kasinti, yanma ve kizariklik meydana getirmekte ve
dermatitlere neden olabilmektedir. Kobaylara topikal uygulanan formaldehit
sonrasinda kobaylarin derilerinde 0dem, eritem, catlama, pullanma ve cilt

kalinliginda artma goriildiigi bildirilmektedir (Wahlberg 1993).

Formaldehitten en c¢ok etkilenen organlardan biri de gd6z’dur. Mesleki
Giivenlik ve Saghk Idaresi'nin bildirdigi rapora gore, 0.05-25 ppm arahiginda
formaldehit solunmasi sonucu % 88 oraninda goz sagliginin olumsuz etkilendigi;
gbozde agri, kizariklik, sulanma ve bulanik gérmenin sekillendigi bildirilmektedir

(Occupational Safety and Health Administration — OSHA 1994).

Nukleik asit ve proteinlerle tepkimeye giren formaldehit, DNA ve RNA’ya
geri doniisiimsiiz olarak baglanmaktadir (Heck 1999). In vitro calismalarda
formaldehitin bakteriler ve lenfoid hiicreler iizerinde mutajenik etkiler gosterdigi
sOylenmektedir (Smith 1992). Formaldehitin insanlarda lenfoblast mutasyonlarina,
drosofilalarda ise DNA kopmalarina sebep oldugu ve de inkiibe edilen memeli
hiicrelerinde DNA c¢apraz baglantilarinda ve DNA ipliklerinde kirilmalara neden
oldugu rapor edilmektedir (Canbilen ve ark. 1999).



Uluslararas1  Kanser Arastirmalart  Kurumu tarafindan  formaldehit,
kanserojenik 6zelligi nedeniyle, Grup 2A olarak smiflandirdlmistir (IARC:
International Agency For Research On Cancer, 2012). Formaldehite maruz kalan
sanayi iscilerinde kanser goriilme olasiliginin arttig1, 6zellikle nazofarinks kanserinin
stk goriildiigii, akciger kanserine yakalanma riskinin arttig1 gézlenmektedir (Arts ve
ark. 2006). Amerikali Anatomistler Birligi'ne iiye 2239 erkek anatomistin 6lim
sebepleri arasinda en sik beyin kanserleri ile 16semilerin goriilmesinin formaldehite

maruz kalmalarindan olabilecegi kaydedilmektedir (Blair ve ark. 1990)

1.2. Silimarin

Silybum marianum, Glkemizde deve dikeni, Meryem ana dikeni, Avrupa’da
milk thisle olarak bilinen ve yaklasik 2000 yildir karaciger ve safra rahatsizliklarinda
kullanilan Asteraceae familyasindan bir bitkidir (Sentiirk ve ark. 2010). Akdeniz ve
Karadeniz bolgelerinde yaygin olarak yetisen, yiiksekligi 30-100 cm olabilen,
yapraklar1 agik yesil renkli, meyvesi mor ve nadiren beyaz renkli olan bu bitkinin
ekstrakti, polimerik ve oksitlenmis polifenolik bilesikleri igceren yaklasik %70-80’i
silimarin ve geriye kalan %20-30 oraninda kimyasal yapisi tam tanimlanmamis
fraksiyonlar1 igeren silimarindir. Silybum marianum (Meryem ana dikeni)’un
tohumlarindan elde edilen kompleks bir bilesik olan silimarinin esas igerigini slybin
olusturmakta ve yapisinda diger flavoligananlardan isosilybin, silychristin, silydianin

ile bir flavonid olan taxifolin bulundurmaktadir (Ramasamy ve ark. 2008).
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Sekil 1. Silimarinin bilesenlerinin kimyasal yapist (Kevin ve ark. 2013).
1.2.1. Silimarinin Sistemler Uzerine Etkisi

Slybum marianum bitkisinin ekstrakti ylizlerce yildir basta karaciger olmak
lizere gastrointestinal hastaliklart onlemek i¢in kullanilmistir. Son yillarda siroz,
kronik hepatit, alkole bagl karaciger hastaliklar1, sarilik, safra kesesi bozukluklari ile
cevresel toksik maddelerin zararlh etkilerinin dnlenmesinde son derece yararli oldugu

kaydedilmektedir (Kren ve ark. 2005, Tyler 1993).

Silimarinin karaciger koruyucu etkisinin, igerigindeki silikristin ve
silidianin’den geldigi kaydedilmektedir. Bu bilesikler karaciger hiicresinin dis
membranina toksin girigsini ve baglanmasimi engellemektedir (Kocaman ve Dabak
2015). Silibinin, slperoksit anyon radikalleri ve nitrik oksit Gretimini azaltarak,
Kupffer hicrelerinin 16kotrien formasyonunu inhibe ederek etki gosterdigi
bilinmektedir Silimarin karaciger, barsak ve mide tarafindan salgilanan glutatyon
sentezini artirarak, karacigerdeki detoksifikasyon hiicrelerince hormon, kimyasal
madde ve ilaglarin metabolizmasinda kullanilir. Silibininde fazla miktarda alinan
demire bagli olusan hepatit ve mitokondrial glutatyonun oksidasyonunu azalttig1

kaydedilmektedir. Fosfotidilkolin sentezini stimile ederek kolinfosfotidiltransferaz



aktivitesini arttirdigi belidirilmektedir. (Gunaratne ve Zhang, 2003; Dehmlow ve
ark., 1996).

Deve dikeninin bilesiminde bulunan silimarin ve silibin bilesikleri
antioksidan olarak gorev yapmakta ve ayni zamanda karaciger rejenerasyonunu
uyarmaktadir. Deve dikeninin insan karaciger hiicreleri iizerine etkilerinin
incelendigi bagka bir ¢aligmada, arastirmacilar, nispeten diisiik konsantrasyonlardaki
silimarinin karaciger CYP3A4 enzim aktivitesinin % 100°den % 50’ye kadar

diistirdiigiinii tespit etmislerdir (Venkataramanan ve ark. 2000).
1.2.2. Silimarinin Anti-kanserojen Etkisi

Oksidatif stres, deri kanseri olusumunu etkileyen 6nemli bir etkendir. Bu
nedenle deri kanseri profilaksisinde ve tedavisinde gi¢li antioksidan maddelerin
kullanilmast bir¢ok arastirmaya konu olmaktadir. Hem hayvan hem de hiicre kiiltiirti
caligmalarinda, bir polifenolik flavonoid antioksidan olan silimarin, deri kanserine
kars1 6nleyici ve antikanserojenik etki gdstermektedir. Ornegin; silimarin serbest
radikalleri ve reaktif oksijen tirlerini supurerek antioksidan sistemi guclendirmek
suretiyle farelerde deri tiimorii olusumunu engelledigi kaydedilmektedir. Silimarinin
antikanserojenik bu etkisini TNF-a’y1 engelleyerek yaptigi bildirilmektedir (Singh
and Agarwal, 2002). Diger bir ¢alismada, silimarinin mitoz boélinmeyi ve hicrelerin
hayatta kalma yetenegini engelledigi ve de apoptozisi uyardigr belirtilmistir (Singh
ve Agarwal, 2002). Buna ek olarak, silimarin hicre dongusi duzenleyicilerini ve
kontrol noktalarini, boliinmenin engellenmesi yoniinde degistirmekte ve hiicre
dongustnun GO-G1 ve G2-M sathalarinda biiyiimeyi durdurdugu ifade edilmektedir.
Deney modellerinde gozlenen silimarinin antikanserojenik etkisinden dolayi,
insanlarda deri kanseri ve epitel orjinli diger kanserlerin Onlenmesinde ve tedavi

edilmesinde faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (Singh ve Agarwal, 2002).

Hiicrede, hiicre boliinmesinin kontrol noktalarinin sistemli bir sekilde
gecilmesi 0Ozellesmis proteinler olan siklinler, siklin bagimli kinazlar ve onlarin
inhibitorleri tarafindan denetlenmektedir. Deve dikeninin silibini, bu proteinlerin
etkilerini degistirmekte ve hiicre biiyiime engelleyicisi olan kaspaz 3’ aktive

etmekte ve kanser hiicrelerine doniisen insan mesane hiicrelerinin apoptotik 6liimiine



neden olmaktadir (Tyagi 2004). Bir baska calismada, deve dikeni silibininin insan
papilloma hiicrelerine doniisen mesane hiicrelerinin biiylimesinin engellenmesi
sonucunda hayatta kalma siirelerini azalttigi ve kaspaz-poli ADP riboz polimeraz
(PARP)’lar siipiirdiigii belirtilmektedir (Tyagi 2003).

Deve dikeni ekstraktinin insan prostat kanserinde antikanserojenik oldugu
kaydedilmektedir. Epidermal blylme faktor reseptord, insulin benzeri buyume
faktor reseptor tip | (IGF-I) ve niikleer faktér Kappa B sinyallesmesi araciligiyla
silibinin antikanserojenik olabilecegi ifade edilmektedir (Singh 2004). Baska bir
calismada ise; deve dikeni silibininin 5 alfa-dihydrotestosteronu down regile
edebildigi ve bdylece deve dikeninin prostat i¢in faydali olabilecegi diisiiniilmektedir

(Davis ve Searles 2005).
1.2.3. Silimarinin Antioksidan Etkisi

Silimarin serbest radikallere direk etki etmek suretiyle Fe ve Cu gibi metalleri
baglayarak metal iyonlarinin olusturdugu oksidatif stres hasarim1 Onleyerek
antioksidan etki gosterdigi kaydedilmektedir (Di Meo ve ark. 2013). Silimarinin
antioksidan aktivitesinin E vitamininden en az 10 kat daha fazla oldugu rapor
edilmektedir (Adzet 1986).

Yapilan bir ¢alismada silimarinin antioksidan etkilerinin, antioksidan
enzimlerin gen ekspresyonunu ve SOD, GSH-Px, katalaz gibi serbest radikal
hasarlarina kars1 koruma mekanizmalarinin ¢ogunu arttirarak gerceklestirdigi rapor

edilmektedir (Karimi ve ark. 2011).

Silimarinin birgok deneysel hayvan modelinde lipit peroksidasyonuna karsi
hiicreyi korudugu, lipooksijenaz yolaginda lokotrien sentezini Onleyerek enzim

peroksidasyonunu engelledigi bildirilmektedir (Sotoa ve ark. 2003).

1.3. Paraoksonaz ve Arilesteraz

Hayvansal dokularda organofosfatlar1 hidrolize eden bir enzimin varliginin
tespit edilmesinin ardindan insan serum PONI1 enzimi 1950’lerin basinda

tanimlanmistir (Aldridge 1953, Manzur 1946). Kanin elektroforezi sonrasinda,



paraoksonaz enzimi 1961 yilinda HDL immuno presipitatinda bulunmustur (Uriel
1961). Mackness ve ark (1996), koyun paraoksonaz aktivitesinin agirlikli Apo Al
icerikli partikiillerin yapisinda HDL ile birlikte bulundugunu yine insanlardan elde
edilen serumun ultrasantrifiijasyonu ile enzimin kanda HDL ile tasindigim
bulmuslardir. Son yillarda PON1’in LDL lipoperoksitlerinin olusumunu 6nledigi ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili oldugunun anlagilmasi1 sonucu PON1 enzimine

ilginin son derece artt1ig1 kaydedilmektedir (Mackness ve ark. 1996).

Paraoksonaz enzimi ilk olarak, aromatik esterleri (p-nitrofenil asetat,
propiyonat ve biitirat) hidrolize etme yeteneginde oldugundan “A-esteraz”
(arilesteraz aktivitesi, EC 3.1.1.2) sinifinda yer almigtir. Paraoksonaz enzimi,
Parationun toksik metaboliti olan paraoksonazi hidrolize etme yeteneginde
oldugundan dolay1 paraoksonaz (EC 3.1.8.1) olarak adlandirilmigtir (Draganov ve La
Du 2004).

Insan ARE’1 ile PON1 enzimi, bir takim aromatik asitlerin esterlerini ve
organofosfatlarin ¢gogunlugunu hidrolize etme kabilyetine sahip, bir enzim tarafindan
katalizlenmektedir (Hong-Liang ve ark. 2003). Bu enzimler farkli substratlara sahip
olmasia rahmen, PON1 enzimi sadece fenil asetat: hidroliz etmektedir. ARE ve
PONL1 enzimlerinin ortak ozelligi; organofosfatlari, aril ve alkil halojeniirleri

hidrolize etmesidir (Fuhrman ve ark. 2008 ).

Paraoksonaz enziminin antioksidan o&zelligi; hidrojen peroksit ile diger
oksijen radikallerini notralize etme kapasitesi ve LDL oksidasyonnunu koruyucu
ozelligidir. fenilasetati substrat olarak kullanan PON1’in, arilesteraz aktivitesi s6z
konusudur. PON1’in fenilasetatt hidroliz etme aktivitesi Olcllerek arilesteraz
aktivitesi tespit edilmektedir. Arilesteraz aktivitesinin tayininde, Fenil asetat siklikla
kullanilmaktadir (Fuhrman ve ark. 2008).

1.3.1. Paraoksonazin Yapisi

Insan PON1 enzimi, 354 aminoasit ve yaklasik 40 kilo dalton agirhiginda bir
glikoproteindir. Bunu % 15,8°i proteine 4 farkli sekilde baglanmis karbonhidrat

tiniteleri olusturmakta ve izo elektrik noktasi ise 5,1°dir (Sekil 3) (La Du ve ark.



1999). Yapisinda yer alan 3 sistein aminoasitinden 284. sirada bulunan aminoasit,
serbest haldeyken, 42. ve 353. sirasinda ki sistein kalintilar1 tek disiilfit bag: ile
baglidir (Mackness ve ark. 1996, Harel ve ark. 2004) (Sekil 4).
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Sekil 2: Insan paraoksonaz’nin yapisi (Harel ve ark 2004)

Karacigerde sentezlenip dolasima katilan PONZ1’in HDL’nin yapisinda
bulundugu bildirilmektedir (Mackness ve ark. 1996). PON1’in, HDL ye (hidrofobik
N-terminal bolgesiyle) kolayca baglanabilme 6zelliginde oldugu kaydedilmektedir
(Deakin ve James 2004). PON1’i baglayan HDL, protein yapili alt tiniteleri olan Apo
Al ve Apo Jyi igerdiginden, Apo Al ve Apo J’nin baglanmada etkili olabilecegi
kaydedilmektedir (Deakin ve James 2004).
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Sekil 3. Paraoksonaz’in tersier yapisi. [(A) B-kirmal ve (B) H1, H2, H3’le
isaretli hidrofobik bolgelerin B-kirmal1 tabakalaradaki gosterimi] (Harel ve
ark. 2004).

Ug boyutlu yapismin gosterildigi sekil 4’te beta-kirmalin ortasinda 7,4 A
araliklarla iki adet Ca*? iyonu yer almaktadir. Ca*? iyonlarindan biri yapisal 6zellikte
olup, uzaklastirilmasi halinde geriye doniisiimsiiz bir denatiirasyonun sekillendigi
bildirilmektedir. Diger Ca* iyonunun ise Kkatalitik aktividen sorumlu oldugu
kaydedilmektedir. Katalitik aktiviteden sorumlu olan Ca*? iyonu 2,1-2,5 A araliginda
Asn224, Asn270, Asnl68, Asp269 ve Gl’tenu 53 olusan 5 tane aminoasit, fosfat’in

oksijeni ve bir su molekiilii ile etkilesim halindedir (Khaschsorur ve ark 2000).
1.3.2. Paraoksonazin Katabolizmasi

Paraoksonaz’in, esteraz aktivitesi igin 2-naftilasetat, fosfotriesteraz aktivitesi
icinse paraokson substratlar1 kullanilmaktadir. Her iki substratin uygun pH araliklari
tespit edilmis ve yapilarinda yer alan yan zincirin reaksiyonlarda direkt katalitik
etkiye sahip olmadigi kaydedilmektedir (Bastos ve ark. 1998).

PONZ1’in, arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesi icin Ca*™ iyonu gerekli olup,

bu 6zelligi ile Co*?, Mn*? ve Mg*? gibi iyonlari kullanan diger esterazlardan farklilik
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gostermektedir. PON1’in hidrolitik aktivitesi (organofosfat substratlarina karsi) 2
mol Ca*? iyonuna ihtiyagc gosterirken, lipid peroksidasyonunu engellemede ise
sadece 1 mol Ca*? iyonunun gerekli oldugu ifade edilmektedir (Khaschsorur ve ark.
2000).

PON1’in katabolizmasinda, Ca*’ iyonlarmin iki 6nemli gérev iistlendigi

kaydedilmektedir;

1. Direkt olarak reaksiyona katilmak suretiyle enzimin aktif bolgesinin uygun

konformasyonunun siirekliligini saglamak,

2. Dietilfosfatin, reaksiyon sonucu ortamdan daha kolay uzaklastirilmasini

saglamaktir.

Ca*? iyonlar1 paraoksonaz’mn aktivitesi ve stabilitesi icin gereklidir. Bu
sebeple paraoksonaz ve arilesterazin enzim aktivitesinin tayininde EDTA’h

tiplerden elde edilen plazma kullanilmaktadir (Reddy ve ark. 2001).

PONL1’in yapisinda bulunan 354 aminoasit icinde, enzimin substratini
taniyarak baglamasi i¢in gerekli ii¢ sistein kalintist bulunmaktadir. Bu Ug¢ sistein
kalintisindan 284. pozisyondaki sistein serbest iken (Cys 42-352) digerleri arasinda
tek disiilfit bagi mevcuttur. Esteraz enziminin aktif bolgesinin anahtar bileseni sistein
amino asitleridir. Sulfidril bilesikleri ile enzim inhibe olmakta ve sistein amino
asitleri ile inhibisyonun geri donilisiimi saglanmaktadir. Buradan enzimin serbest
tiyol gruplar1 ile antioksidan kapasitesi arasinda bir orantinin oldugunu
bildirilmektedir (Jaouad ve ark. 2006). PONL1 insektisit ve sinir gazi yapiminda
kullanilan organofosfatli bilesiklerin hidrolizini katalizlemekte olup ksenobiyotik
metabolizmasi ve toksikolojik arastirmalar i¢in buyik 6neme sahip bir enzim oldugu

kaydedilmektedir (Aldridge 1953).
1.3.3. Paraoksonazin Sentez ve Salmim

PON1 oncelikle karacigerde sentezlenip, karaciger, bobrek, beyin, ince
bagirsak ve akciger dokularinin endotelial tabakasindan immiinohistokimyasal

yontemlerle tespit edilmektedir (Draganov ve ark. 2000). Paraoksonaz’in sentezinin
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dengesinde hepatositlerdeki kolesterol 6nem arz etmektedir. Karacigerde sentezlenen
Paraoksonaz’in serum HDL’sine yada karaciger mikrozomlarina baglanabilmesi igin
enzimin N-terminal hidrofobik bolgeye sahip olmasi gerekmektedir (Harel ve ark.
2004). Bu hidrofobik bélge enzimin baglanmasinda ayirt edici oldugu kadar
salgilanmada da 6nemlidir. Karacigerde sentezlenen paraoksonaz 6nce mikrozomlara
sonra hiicrenin dig yilizeyine baglanmaktadir. Hiicre zarinin dis ylizeyinden salinarak
HDL’ye baglanmasinda fosfolipit kompleksinin 6nemli oldugu bildirilmektedir (Kuo
ve La Du 1998).

Apo A-Tve
dier ligandlar

DL bagh protein \ PN

hiicre membram

HDL'nin membrana
baglanmasi

HDIL 'nin membranlardan
ayrilmasi

Transfer

PON1

Sekil 4. Paraoksonaz’in hiicreden HDLye nakli (Deakin ve James 2004).

Karacigerdeki sentez yerinden dolasima gegen PON1’in, salinimin1 etkileyen
tim faktorler serum konsantrasyonunuda etkilemektedir (Deakin ve James 2004).
Deakin ve ark.’lar1 (2002) fosfolipid misellerinin ve HDL’nin PON1’in salinimini
arttirdigin1 buna karsin LDL ve lipitsiz apoAl’nin etkisiz kaldigin1 bildirmislerdir
(Deakin ve ark. 2002). 1.3.4. PON1 Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

PON1’in organofosfat tiirevi sinir gazlarini ve insektisitleri hidrolize etmek

siretiyle zararsiz hale getirdigi kaydedilmektedir. Enzimin bu etkisi sadece kan ve
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doku diizeylerinden kaynaklanmayip, bu etkiden enzimin izo-enzimleride sorumlu
tutulmaktadir (Watson ve ark. 1995).

Canlilarda metabolizmanin normal seyri esnasinda iiretilen oksijen igerikli
molekdller reaktif oksijen turleri (ROT) olarak adlandirilmaktadir. Asir1 ROT
tiretimi sonucu olusabilecek hasarlar1 (oksidatif stres) ortadan kaldirmak igin
vucudun antioksidan savunma sistemi bunlar1 detoksifiye edebilmektedir (Altindag
ve ark. 2007). Oksidatif stresin, makrofajlar, lipoproteinler ile arteriyal hicrelerin
lipid peroksidasyonu ile iliskili oldugu kaydedilmektedir. PON1’in lipoproteinleri ve
arteriyel hicreleri, spesifik okside kolesteril esterleri ve fosfolipidler gibi lipid
peroksitlerinin hidrolizi ile oksidasyona karsi korudugu belirtilmektedir (Mackness
ve ark. 1996). Oksidatif stres durumunda lipoproteinler ile birlikte membran
lipidleride lipid peroksidasyonuna ugramaktadir (Chait ve ark. 2005). Okside olmus
makrofajlar normal LDL’yi okside LDL’ye doniistiirme kabiliyetine sahip yapilaridir
(Aviram ve ark. 1998). PON’in, LDL ve HDLyi oksidasyondan korumak suretiyle
antioksidatif etki gosterdigi kaydedilmeltedir (Deakin ve ark. 2002).

Karacigerde sentezlenip kana verilen paraoksonaz, HDL’ye baglanarak,
HDL nin periferal hicrelerden, kolesteroliin karacigere tasinmasini saglamaktadir
HDL’nin yapisinda fosfolipit, kolesterol, kolesterol esterleri, apolipoprotein Al
bulunmaktadir (Deakin ve ark 2002). Hidrofobik N terminal ug¢ ile sonlanan
paraoksonazin potansiyel membrana baglanma ylizeyini olusturan, H2 ve HI1
hidrofobik heliksler triptofan ve tirozin yan zincirleri ile HDL ara ylzeyine
girebilmekte ve HDL’nin oksidasyonu sonucu paraksonaz aktivitesinde azalmaya

neden olabilmektedir (Précourt ve ark 2011).

Son yillarda aterosklerozisin olugsumunun Onlenmesi ve birgok ilacin
metabolize edilmesinde paraoksonaz enziminin o6nemli oldugu bildirilmektedir
(Draganov ve La Du 2004, Mackness ve ark. 1996).

Paraoksonaz’in aterosklerozis’e karsi koruyucu etkisini LDL ve HDL’nin
oksidasyonunu engelemek siiretiyle yada olusan lipid peroksitlerini metabolize
ederek gostermektedir (Deakin ve ark. 2002). Paraoksonaz antioksidan bir enzim gibi

davranarak diyabet, alzheimer, parkinson, sepsis ve kardiyovaskiiler hastaliklara
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karst koruyucu etki gostermektedir (Draganov ve La Du 2004). Bu baglamda
calismamizda farelerde deneysel formaldehit ile olusturulan testis hasarinda
silimarinin plazma paraoksonaz, arilesteraz ve HDL diizeylerine karsi koruyucu

etkisinin arastirilmas1 amacglanmistir.
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2. MATERYAL ve METOT
2.1. Materyal

Calisma Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAUHADEK)
Baskanliginin verdigi (KAU-HADYEK/2016-056 kodlu) izninden sonra yapilmistir.
Calisma materyalini ad libitum olarak beslenen 37,225 +4,110 g agirliginda, 2-3
aylik toplam 28 adet Swiss Albino erkek fare olusturdu. Denekler uygulamadan 6nce
10 gun siireyle adaptasyona tabi tutuldu. Giinlik dozlar saat 09:00-10:00 arasinda
uygulandi. Uygulama boyunca deneklerin genel durumlar1 gézlemlenerek kayitlar
tutuldu. Denekler; Kontrol (K), Formaldehit (F), Silimarin (S) ve
Silimarin+Formaldehit (S+F) olmak iizere 4 esit gruba ( n=7 ) ayrilarak, 14 giin

boyunca uygulanan islemler asagida belirtilmistir.

Konrol Grubu (K) : Calisma siiresince kontrol grubuna intraperitoneal (i.P) serum

fizyolojik uygulandi.

Formaldehit Grubu (F) : 10 mg/kg/giin formaldehit 14 giin siire ile giin asir1 I.P

olarak uygulandi.
Silimarin Grubu (S) : 100 mg/kg/giin 14 giin siire ile giin asir1 I.P olarak uyguland.

Formaldehit+ Silimarin Grubu (F+S) : 10 mg/kg/gun formaldehit + 100

mg/kg/giin silimarin 14 giin siire ile giin asir1 I.P olarak uygulandi.
2.1.1. Deneklerden Numune Alinmi ve Islenmesi

Uygulama siresi sonunda (15.giin) farelerden intrakardial yontem ile antikoagiilanlt
tiplere kan ornekleri alindiktan sonra servikal dislokasyon yontemi ile farelere
Otenazi yapildi. Kan drnekleri, 3000 rpm’de 15 dakika santrifilj edilerek plazmalari
elde edildi. Paraoksonaz ve arilesteraz enzim aktiviteleri ile HDL konsantrasyonu
Olcimine kadar plazmalar -20 °C’de derin dondurucuda saklandi. Testis doku
ornekleri ise % 10’luk formaldehit ¢ozeltisi igerisine alinarak, histopatolojik

incelemeler icin patoloji laboratuvarina gonderildi.
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2.2. Metot
2.2.1. Biyokimyasal Analizler
2.2.1.1. Paraoksonaz Aktivitesinin Analizi

Deneyin Prensibi; paraoksonun (0,0-dietil-O-p-nitrofenilfosfat), PON1
vasitastyla  25°C’de  hidrolizi  sonucu olusan p-nitrofenolin 412 nm’de
spektrofotometrik olarak absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Eckerson
ve ark. 1983, Gilcl ve Girsu 2003).

2.2.1.2. Deneyde Kullanilan Cozeltiler

a) 0,1 M HCI c¢ozeltisi (a): 10 mI’lik 1 M HCI ¢ozeltisinin hacmi, distile su ile
100 mI’ye tamamlandi.

b) 0,1 M Tris Cozeltisi (b): 1,21 g tris, distile suda ¢6zildi ve hacmi 100 mL’ye
tamamlandi.

¢) Tris-HCI Tamponu (20 mM, pH: 8): 29 mL a ¢o6zeltisi ile 50 mL b ¢ozeltisi
karistirillarak, pH’s1 8’e ayarlandi. pH’s1 8 ayarlanan karigimin hacmi, distile
su ile 100 mL’ye tamamlandi.

d) Calisma Ayiraci [kalsiyum kloriir (2 mM)-paraokson (2 mM)]: 29,4 mg
kalsiyum Klortr (CaCl,.2H,0), bir miktar tris-HCI tamponunda ¢6zuldu.
Uzerine 1,5 mL asetonda ¢oziilen, 44 pL paraokson eklenerek tris-HCI
tamponu ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e) Aseton: Normal safliktaki aseton sisesinden alinarak kullanildi.
2.2.1.3. Deneyin Yapilisi

Numune ve kor kuyucuklarina 280 pL calisma ayiract konulur. Daha sonra Kor
kuyucuguna 8 pL distile su, numune kuyucuguna ise 8 pL plazma ilave edilir.
25°C’de, 2 dk boyunca kore karst numunenin 412 nm’deki absorbans artis1 ol¢iiliir

(AA/dk: dakikadaki absorbans farki).
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2.2.1.4. Sonuclarin Hesaplanmasi:
U/L (umol/dk/L)= ((AA/dk x SF x 10°) / (18290))x1/0,6
AA/dK : Bir dakikadaki absorbans degisimi.

18290 : mevcut deney sartlar1 igin p-nitrofenolin molar abzorbsiyon

katsayist.
SF : Seyreltme faktori ( Toplam hacim/Numune hacmi)
10°  : umole cevirme faktori
1/0.6 : Plate 151k yolunun uzunlugu

2.2.1.5. Arilesteraz Aktivitesinin Analizi

Deneyin Prensibi; Substrat olarak fenil asetat’in, arilesteraz vasitasiyla
enzimatik hidrolizi sonucu olusan fenoliin 25 °C’de 270 nm’de spektrofotometrik
olarak absorbansinin dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Molar absorbsiyon katsayisi
1310 (¢) alinarak (Furlong ve ark. 2000, Mackness ve ark. 1991) arilesteraz aktivitesi
icin 1 tUnite, 1 mikromol fenol/ml serum/dk. olarak tanimlanmustir. Elde edilen
sonuglar paroksanazdaki enzim aktivitesi formiiliine gore hesaplandi ve U/mL olarak

degerlendirildi.
2.2.1.6. Yuksek Dansiteli Lipoprotein Analizi

HDL 6l¢timii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi. Plazma
ornekleri Roche Sistem otoanalizériinde Roche Diagnostic firmasinin reaktifi
kullanilarak c¢alisildi. Analizde HDL konsantrasyonu, polietilenglikol (PEG)
kolesterol esteraz ve PEG kolesterol oksidaz kullanilarak enzimatik olarak tespit
edildi. PEG ile modifiye edilmis kolesterol esteraz ve kolesterol oksidaz lipoprotein
fraksiyonlarina karsi selektif katalitik aktivite gostermektedir. Kolesterol esterleri,
PEG kolesterol esteraz enzimi etkisiyle serbest kolesterol ve yag asitlerine ayrilir.
Kolesterol, kolesterol oksidaz enziminin etkisiyle D4-Kolestenon ve hidrojen

perokside cevrilir. Hidrojen peroksit, peroksidaz enziminin etkisiyle 4-aminofenazon
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ve N-(2-hidroksi-3-stlfopropil)-3,5-dimetoksianilin (HSDA) ile etkileserek pembe
mavi renkte bilesik meydana getirir. Olusan bu rengin yogunlugu HDL
konsantrasyonu ile dogru orantili olup, spektrofotometrik olarak 600 nm’de

belirlendi.
2.2.2.1. Doku inceleme Asamalar:

Calismanin sonunda; tiim deneklerden alinan testis doku Ornekleri Bouin
sollisyonunda tespit edildi. Rutin laboratuvar iglemlerinin ardindan hazirlanan parafin
bloklardan alman 5 mikron kalinliginda kesitler, histopatolojik degisikliklerin
saptanmast amaciyla hematoksilen eozin (HE) ile boyanarak 1sik mikroskobu ile

incelendi.
2.2.3. istatistiksel Analizler

Arastirmada elde edilen verilerin biyoistatistiksel analizi i¢in SPSS 20 paket
programi kullanildi. Gruplar arasindaki degiskenlerin degerlendirilmesi i¢in Tek
Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve Tukey testi yapildi. P<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sonuclar ortalamazstandart sapma olarak

verildi.
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3. BULGULAR
3.1. Biyokimyasal Bulgular

Plazma PON1 ve ARE aktivitesi ile HDL konsantrasyonlart ve bunlarin
aralarindaki istatistiksel farklar Tablo 1, Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3’te verildi.
PONL1 ve ARE aktivitelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli diizeyde
anlaml farklar bulundu (p<0,01). Calismada formaldehit grubu PON1 aktivitesinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde diisiik oldugu
g6zlemlendi. Yine kontrol grubu PONL1 aktivitesi, silimarin ve formaldehit+silimarin
gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmedi. ARE
aktivitelerinde ise kontrol grubuna gore formaldehit grubunda istatistiksel olarak
p<0,01 diizeyinde azalmalarin oldugu tespit edildi. silimarin grubu ARE aktivitesi
kontrol grubuna gore vyiksek olup istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu.
Formaldehit+Silimarin gruplarinda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemsiz oldugu tespit edildi. HDL duzeylerinde kontrol grubuna gore silimarin,
formaldehit ve formaldehit+silimarin gruplar: arasinda istatiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p>0,05). Tim parametreler ve gruplar arasinda herhangi bir korelasyon

gozlemlenmemistir.

Tablo 1. Plazma PON1, ARE aktiviteleri ile HDL konsantrasyonlari

Parametreler  Kontrol (n=7)  Silimarin Formaldehit Formaldehit+ P
(n=7) (n=7) Silimarin (n=7)

PONL1 (U/L) 155,59+27,63°  163,09+21,90*°  109,19+20,37°  132,16+35,92 0,004

ARE (U/mL)  59,71+7,77° 61,56+16,94° 37,15+15,91° 45,91+12,45% 0,008

HDL (mg/dL) 130,29+17,41  138,86+37,79  108,57+19,79 117,14+8,86 0,102

0 Her satirdaki Sarkl harfler istatistiksel olarak onemli farki gostermektedir.
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Grafik 3: Gruplara gore plazma HDL konsantrasyonu

3.2. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik degerlendirmeler resim 1, resim 2, resim 3 ve resim 4’te
gosterildi. Histopatolojik incelemelerde kontrol grubunda seminifer tibil icindeki
germ hiicre sayisi, leydig ve sertoli hiicrelerinin sayilari, seminifer tiibiil yapilar1 ve
spermatogenez, morfolojik limitlerde izlendi. Silimarin grubunda da kontrol grubuna
benzer sekilde germ hiicre sayilar1 ve spermatogenez morfolojik limitlerde saptandi.
Ayni zamanda bu grupta leydig ve sertoli hiicreleri normal sayida ve morfolojik
limitlerde izlendi. Formaldehit grubunda seminifer tiibiil yapilarinda bozulma ve
germ hiicrelerinde yikimlanma saptandi. Leydig ve sertoli hicrelerinde azalma
gbzlenirken seminifer tiibiil ¢aplarinda daralma ve kondansasyon dikkati ¢ekti. SF
grubunda; kontrol ve silimarin grubuna benzer sekilde seminifer tiibiiller ve liimen
caplar1 morfolojik limitlerde izlenmistir. Bu gruba ait deneklerde, germ hiicre sayilari

bazi hayvanlarda hafif azalmis olmasina ragmen, spermatogenez normaldi.



Resim 2: Formaldehit grut;unda tubulus éeminifgmé kontortus yap1r1nda bozulma
ve kiigiilme, spermatogonyum ve sertoli hiicrelerinde ve diger germ hiicrelerinde
kayiplar vardir (H&E, 200x)
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Resim 4: Silimarin+Formaldehit grbundan bir fare tubulus seminiferus
kontortuslarinda azalmig germ hiicreleri (H&E, 200x)
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4. TARTISMA ve SONUC

Endiistriyel atiklarla bulagsmis sularin igerisinde bulunan kimyasallar,
sulardaki canlilarin yok olmasina neden olmakta ve ekosistemi olumsuz
etkilemektedir. Bu atik kimyasallardan biri olan formaldehitin, i¢gme sularina
karismast O6nemli saglik problemlerini ortaya ¢ikarmaktadir (Borzov 2006).
Formaldehit biyolojik o6rneklerin saklanmasi yaninda dezenfektan olarakta
kullanilmaktadir. Medikal alanlar disinda, regine, kontraplak, tekstil, deri Grlnleri,
kagit ve ilaglar imalati gibi pek ¢ok endustriyel alandada ihtiya¢c duyulan bir
kimyasal maddedir. Boylelikle, formaldehitin giindelik hayatta siklikla kullanilmasi
bu kimyasalin zararli etkilerine maruziyeti de beraberinde getirmektedir. Yine, bazi
bolgesel peynirlerde, kozmetik ve temizlik Grlnlerinde koruyucu madde olarak
formaldehit kullanildig: bildirilmektedir (Sorg ve ark.1996).

Formaldehit organizmaya alindiktan sonra, stoklanmayip formaldehit
dehidrogenaz vasitasiyla karaciger ve eritrositlerde formik asite donistiiriilmektedir.
Bu madde idrar, diski veya karbondioksite yiikseltgenerek akgigerler vasitasiyla
atilmaktadir (Ensafi ve Abassi 1999). Mukoz membranlar igin irritan olan
formaldehit nonenzimatik olarak protein, nikleik asit ve doymamis yag asitleri

baglanma egilimi gostermektedir (Green ve ark. 1987).

Silimarinin ¢esitli hastaliklarda yararli etkilerini gosteren bir¢ok c¢alisma
olmasina ragmen kimyasal kaynakli toksisiteye kars1 potansiyel koruyucu etkileri ile
ilgili ¢alismalarin sayisinin olduk¢a simnirli oldugu yapilan literatiir taramalarinda
gorulmektedir (Kdksal E ve ark. 2009). Anti-inflamatuar, serbest radikal temizleme,
antioksidan savunma sistemlerinin gelistirilmesi, membran stabilizasyonu, demir
selatlama aktivitesi ve apoptoz inhibisyonu gibi bazi mekanizmalarin silimarinin

onemli koruyucu etkilerinden oldugu da kaydedilmektedir (Razavi ve Karimi 2016).

Kimyasallarin neden oldugu toksisitenin ortada kaldirilmasi yada azaltilmasi
maksadiyla bitki 0zltlerinden yararlanildig1 kaydedilmektedir (Sharma ve ark. 1999).
Tash ve ark.’lar1 (2015) farelerde formaldehit toksisitesine karst Camellia sinensis
(yesil cay) oziitlinii koruyucu olarak kullandiklar1 ¢alismalarinda; yesil ¢ay 6zutunin

oral yolla 150 mg/kg dozunda uygulamasmin formaldehit tarafindan olusturulan
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genotoksisiteye karst etkin bir koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir.
Sajedianfard ve ark.’lar1 (2016) ratlarda yaptiklar1 bir ¢alismada; antineoplastik bir
ilag olan busulfan ile oksidatif stres olusturulmuslar ve Silybum marianun
(devedikeni) bitkisinden izole edilen silimarinin koruyucu etkisi arastirmiglardir. Bu
calismada dogal bitkisel bir iiriin olarak giiclii antioksidan 6zellige sahip oldugu
belirtilen silimarinin, 14 gun intraperitonal 20 mg/kg/glin busulfan uygulamasini
takiben 14 giin oral yolla 175, 250 ve 375 mg/kg/giin uygulamasi sonrasinda
testikuler siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde 6nemli
artista ve malondialdehit diizeylerinde ise azalmalaa sebep oldugu bildirilmekte olup,
calismada silimarinin lipit peroksidasyonunu azaltarak 6nemli bir antioksidan rol
oynadigr sonucuna varildigi da belirtilmektedir (Sajedianfard ve ark. 2016).
Calismamizda Silimarin ve S+F uygulanan gruplarda PON1 ve aril esteraz
aktivitelerinde elde edilen artislar yukarida belirtilen ¢alismadaki stperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri ile paralelik gosterdigi tespit

edilmistir.

Calismamizda farelerde formaldehitin testislerde olusturdugu toksik etkileri
azaltmak icin intraperitoneal yolla 100 mg/kg dozunda silimarin kullanilmis olup,
silimarinin serum HDL duzeyleri ile antioksidan savunma sisteminde 6énemli olan
PON1 ve ARE aktiviteleri iizerine etkileri degerlendirilmistir. Rousselot ve ark’lar1
(1999) HDL’nin LDL’yi lipid peroksidasyonuna karsi korudugunu ve antioksidan
Ozelliginin A ve E vitaminlerinden daha yiksek oldugunu ileri surilmektedir.
Silimarinin, yiksek kolesterol diyetinde diyet takviyesi olarak serum kolesterol
dizeyini azaltmakla kalmayip ayni zamanda HDL kolesteroliinli de arttirdigi
kaydedilmektedir (Krecman 1998). Baska bir ¢alismada standart laboratuvar diyeti
ile beslenen ve 100 g viicut agirligi i¢in 40 mg/ml oral yolla silimarin verilen ratlarda
serum kolestrol diizeyinin degismemis olmasina ragmen, HDL'nin silimarine karsi
duyarliligin1 gosteren HDL}, kolesteroliinde hafif artis oldugu saptanirken, HDL
kolesterol ve ateroskleroz gelisimi arasindaki ters korelasyon nedeniyle silimarinin
kan kolesterol diizeyleri tlizerinde yararli etkileri olabilecegi ileri siirtilmektedir
(Skottova 1998). Calismamizda formaldehit verilen grupta HDL konsantrasyonunda
istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber diisiis oldugu tespit edilmis olup, buna

karsilik silimarinin koruyucu olarak verildigi silimarin grubunda kontrol grubuna
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gore istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte bir artisin oldugu goézlenmistir.
Yine formaldehit grubuna gére F+S grubunda da istatistiksel olarak 6nemsiz olmakla
birlikte bir artis oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde,
silimarinin, antioksidatif kapasitede 6nemli olan HDL dizeyleri Ulzerine yararh
etkilerinin olabilecegi vede oksidatif stresin neden oldugu ateroskleroz ve diger kalp

hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecegi kanaatini tagimaktay1z.

Birgok ¢alismada; formaldehitin testikiler dokular dahil olmak tizere gesitli
dokularda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tiretimini artirdig1 bildirilmektedir (Gurel
ve ark. 2005). ROT’larin artmasiyla oksidatif strese bagli olarak hiicre membraninda
cift bag iceren yag asitlerinin peroksidayonu sonucu olusan uzun 6miirlii ve ytliksek
reaktiviteye sahip olan malondialdehit, kronik hastaliklarin etiyopatojenezisi ile
yakin iligkili olup, sperm hicrelerinde membran tahribatina, motilite kaybina ve
yiiksek kromatin hasarmna neden oldugu belirtilmektedir (Aitken ve Krausz 2001,
Kaya 2015). Yapilan bu galismada, testis dokusunun patolojik ve biyokimyasal
sonuglar1 yukarida belirtilen ¢aligmalarla paralellik gosterdigi ve de tubdiler,

peritiibiiler yapilar ve germ hiicrelerinde hasarlarin oldugu gézlemlenmistir.

Canli organizmada fizyolojik ve patolojik olaylar sonucunda olusan serbest
radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin serbest radikaller
lehine bozulmasi oksidatif stresin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Akyol
0.1994). Canlilar oksidatif hasara karsi enzimatik (PON1 ve ARE gibi) ve
nonenzimatik (silimarin gibi) antioksidan maddeler ile korunmaya g¢alismaktadir
(Akyol 1994). Deve dikeninden elde edilen silimarinin giiglii bir antioksidan oldugu
ve ortamda olusan serbest radikalleri siipiiriicii etkisi ile hiicre zar1 stabilizasyonunda
etkili bir madde oldugu belirtilmektedir (Koksal ve ark. 2009). Oksidatif stres
varliginda 6zellikle membran lipitleri yogun bir serbest radikal saldirisina ugrayarak,
lipit peroksidasyonuna maruz kalmaktadir. PON1 ve ARE gibi antioksidan enzimler,
hiicre lipoproteinleri ile arteriyel hiicrelerin spesifik okside kolesteril esterleri ve
fosfolipidleri gibi lipid peroksitlerinin hidrolizi sonucu olusan oksidasyona karsi
koruyucu etki gosterdigi bildirilmektedir (Mackness ve ark. 1991). Calismamizda
silimarin grubunda PON1 ve ARE aktivitesinde 6nemli diizeyde artis tespit edilmistir

(P< 0.05). Bu artisa silimarinin PON1 ve ARE enzimleri ile sinerjik etki géstermek
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suretiyle antioksidan aktiviteyi artirmis olabilecegi kanaatini tasimaktayiz (Gurel ve
Ark.2005). Yine formaldehit grubu PON1 ve ARE aktivitesinde onemli diizeyde
azalmanin oldugu tespit edilmistir. Formaldehit grubu PON1 ve ARE aktivitesindeki
azalmalarin sekillenen serbest radikaller sonucu olusan oksidatif stres’e bagh

olabilecegini diistinmekteyiz (Gurel ve ark. 2005).

Yapilan ¢aligmalarda silimarinin testikiiler doku metabolizmasi ig¢in 6nemli
fonksiyonlara sahip olabilecegi ileri siiriilmektedir (Eskandari ve Momeni 2016,
Abedi ve ark. 2016). Abedi ve ark’lar1 (2016) ratlarda silimarinin spermatogenezis,
testikiiler doku ve hipotalamik pitiiiter gonadal aks degisiklikleri iizerine etkilerini
aragtirdiklar1 ¢alismalarinda, 100 ve 150 mg/kg silimarinin, kontrol grubuna kiyasla
spermatid ve sperm hicrelerinin sayisin1 arttirdigini bildirmislerdir. Silimarinin,
antioksidan Ozelliginden dolay1 ratlarda testosteron, liiteinlestirici hormon (LH),
folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve gonadotropin salgilatici hormon (GnRH)
miktarin1 da 6nemli miktarda artirdig1 kaydedilmektedir (Abedi ve ark. 2016).

Kog’larda sperm canliligi, motilitesi ve mitokondriyal membran
potansiyelinin degerlendirildigi baska bir c¢alismada ise spermatozonlara sodyum
arsenit uygulamasini miteakip uygulanan silimarinin sperm plazma membranlarini
ve akrozom bdtinltklerini 6nemli oranda korudugu bildirilmektedir (Eskandari ve
Momeni 2016). Yukaridaki calismada, akrozom biitiinliigliniin korunmasi, lipit
peroksidasyonundan etkilenen Na/K pompa sistemi i¢in yararli olan silimarinin

sperm hiicrelerinde antioksidan/oksidan denge sisteminin korumasina baglanmstir.

Calismamizin, histopatolojik incelemelerinde kontrol ve silimarin grubu
seminifer tlbdl i¢i germ hiicre sayisi, leydig, sertoli hiicreleri sayilari, seminifer tiibiil
yapilart ve spermatogenezin morfolojik limitlerde oldugu tespit edilmistir.
Formaldehit grubunda ise seminifer tibil ve germ hicrelerinin  morfolojik
yapilarinin  bozuldugu, leydig ve sertoli hucrelerinde de azalmalarin oldugu
saptanmistir. Silimarin+formaldehit verilen grupta ise histopatolojik parametrelerin
kontrol ve silimarin grubuna yakin oldugu tespit edilmistir. Silimarinin testiktler

hlcreler Gzerine olan bu olumlu etkileri PON1 ve ARE aktivitelerinde gorulen
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degisikliklere paralel olarak antioksidan savunma sistemini gii¢lendirmesiyle iligkili

olabilecegi sonucuna varildu.

Sonug olarak, farelerde intraperitoneal formaldehit uygulamasinin hiicre
hasar1 ve oksidatif strese neden olabilecegi, antioksidan bir madde olan silimarinin
testikiiler hiicre hasarinin 6nlenmesinde ve oksidatif strese karsi koruyucu olabilecegi
kanaatini tasimaktayiz. Yine silimarinin, testikiler hucreler ve bu hicrelerin
metabolizmasi lizerine olan etkileri bakimindan saglikli bir tireme sistemi i¢in 6nemli

olabilecegini diistinmekteyiz.
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