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Ozet:

Bu calismada, subkronik formaldehit inhalasyonunun, sican bébreginde karbohidrat metabolizmasinin
onemli enzimleri olan Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD), Laktat
dehidrogenaz (LDH), Malat dehidrogenaz (MDH) ve Heksokinaz (HK) enzim aktivitelerine etkisi arastirildi.
Bu amagla, 24 adet yetiskin erkek Wistar-Albino sican kullanildi. Bu si¢anlarin formaldehit inhale
ettirilmeyen 8 tanesinden kontrol grubu olusturuldu. Subkronik formaldehit inhalasyonunun toksik etkisinin
arastirildigi hayvanlarin 8 tanesine 10 ppm dozunda, diger 8 tanesine de 20 ppm dozunda 13 hafta siireyle
formaldehit inhale ettirildi. Bobrek dokusundaki enzimlerin aktiviteleri spektrofotometrik olarak tayin
edildi. 10 ppm dozu inhale ettirilen si¢canlarda, bébrek 6PGD (p<0.01), LDH (p<0.001) ve MDH (p<0.01)
enzim aktivitelerinde kontrole gore onemli bir artma goézlendi. 20 ppm dozu inhale ettirilen sicanlarda,
bobrek HK ve G6PD enzim aktivitelerinde 6nemli bir azalma bulundu (p<0.05). 6PGD (p<0.05), LDH
(p<0.01) ve MDH (p<0.05) enzim aktivitelerinde ise, 6nemli bir artma gozlendi.

Sonu¢ olarak, erkek sicanlara inhale ettirilen iki ayr1 dozda formaldehitin, bébrek G6PD, 6PGD, LDH,
MDH ve HK enzim aktivitelerini degistirerek glukozun esas olarak girebilecegi ana metabolik yollari
etkiledigi sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Subkronik formaldehit inhalasyonu, heksokinaz, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz, malat dehidrogenaz.

Formaldehit = (HCHO), renksiz, normal
sicaklikta hizla gaz haline doniigsebilen, yanabilen
ve disiik molekiil agirlikli kimyasal bir maddedir
(1,2). Bu kimyasal, proteinleri sertlestirip
glrimeleri 6nlediginden biyolojik o6rneklerin
saklanmasinda ve mumyacilikta, ayrica bocekleri
ve Dbircok mikroorganizmay:r 6ldiirdiigiinden
dezenfektan olarak kullanilmaktadir. Ayrica tipta,
ozellikle Anatomi laboratuvarlarinda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir.
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Bu maddenin yaygin kullaniminin yaninda insan
sagligina onemli zararlar1 da vardir. Ozellikle,
anatomistler, patologlar ve tahnitgiler
formaldehite, islerinden dolayr asir1i maruz
kalmaktadirlar (3). Formaldehite maruz kalan
anatomistler, patologlar ve cenaze isleriyle
ugrasan kisiler iizerinde yapilan arastirmalarda,
beyin kanseri, kan kanseri ve kolon kanserinden
6lenlerin sayisinda normal populasyona gore bir
artis oldugu gozlenmistir (1). Formaldehitin, deri
iltihabi, g6z mukozasinin tahris olmasi, astim,
akciger 6demi, rinit ve farenjit gibi hastaliklara
sebep oldugu bildirilmigtir  (1,4). Ayrica
formaldehitin, in vitro olarak, DNA tek zincir
kiriklarina sebep oldugu ve insan hiicrelerinde
oldugu gibi, Drosophila larvalarinda, bakterilerde
ve funguslarda mutajen (3) ve rodentlerde bir
solunum karsinojeni oldugu bilinmektedir (3,5).
Tavsan g6zlniin korneasina verilen
formaldehitin, retina ve gOrme sinirine zarar
verdigi bildirilmistir (6).

Thrasher  ve Kilburn, gebe fareleri,
ciftlestirmeden Once, ciftlestirme esnasinda ve
gebelik siiresince formaldehite maruz
biraktiklarinda, embriyo 6limlerinin,
kriptoorsitizm ve aberrant ossification venters
gibi cenine ait anomalilerin arttigini, askorbik
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asit konsantrasyonunun azaldigini, o6zellikle
dogumdan sonraki dordiincii ayda endoplazmik
retikulum, lizozomlar ve  mitokondrilerin
enzimlerinde anormalliklere, demir eksikligiyle
artan  metabolik asidoza sebep oldugunu
belirtmislerdir (7). Yapilan bazi c¢aligmalarda,
formaldehitin bazi enzimlerin aktivitelerini inhibe
ettigi ve baz1 enzimlerin aktivitelerini de
arttirdig1 belirtilmistir (3,8).

Bu ¢aligmada; subkronik olarak formaldehite
inhalasyon yoluyla maruz birakilan erkek
siganlarin bobreklerinde; karbohidrat
metabolizmasinin dnemli enzimleri olan glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), 6-fosfoglukonat

dehidrogenaz  (6PGD), laktat dehidrogenaz
(LDH), malat dehidrogenaz (MDH) ve
hekzokinaz (HK) enzim aktivitelerinin

aragtirilmasi amaglanmistir.
Gerec ve Yontem

Formaldehit gazinin olusturulmasi:
Formaldehit gaz halinde satilmadigindan ya
formalin (%37-40’lik sulu ¢ozelti) ya da polimer
halde (paraformaldehit-HO(CH,O)nH) piyasaya
sirilir. Calismada kullanilan formaldehit gazi,
paraformaldehitten = (Merck  KgaA 64271
Darmstadt, Germany) termal depolimerizasyon
yoluyla elde edildi (9). Deneyin yapildigi cam
odacigin atmosferindeki formaldehit seviyesi,
belli araliklarla dijital bir formaldehit-metre
kullanilarak 6l¢iildii (Environmental Sensors Co.
Boca Raton FL 33431 USA).

Deney gruplarimin olusturulmasi: Her grupta
8 adet olmak iizere toplam 3 grup yetiskin erkek
albino Wistar sigam1 (250 + 5 gram) Firat
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyotip
Arastirma Biriminden alindi. Gruplar, sicanlar
arasindan randomize se¢im yapilarak olusturuldu.
Sekiz adet sigan kontrol grubu olarak ayrildi ve
diger deneysel islemler bitirilinceye kadar ayri
bir bélmede rutin beslenme diyeti ile beslendi.
Diger siganlardan olusan deney gruplart su
sekilde olusturuldu: Subkronik grup:

Grup 1 (n=8): 13 hafta siireyle 10 ppm dozunda
formaldehit inhalasyonuna maruz birakildi.

Grup 2 (n=8): 13 hafta siireyle 20 ppm dozunda
formaldehit inhalasyonuna maruz birakildi.

Sicanlara formaldehit inhalasyonunun
saglanmasi: Sicanlar formaldehite horizontal
olarak yerlestirilmis cam odaciklarda maruz
birakildi. Her bir odacikta 4 sican bulunduruldu.
Odaciklarda deney boyunca su Ozellikler sabit
tutuldu: Formaldehitin cam odaciga pompalanma
hacmi: 10 litre/dakika, sicaklik: 25 + 2 °C, rolatif
nem orani: %45-55, gilinliik formaldehite maruz
birakilma siklusu: 12 saat/giindiiz-gece.

Inhalasyon periyodunda siganlara yiyecek ve
icecek verilmedi. Diger zamanlarda Enstiti
tarafindan belirlenmis stok diyet verildi. Siganlar
giinlik olarak kontrol edildi ve her hafta
agirliklar dlgiilerek kaydedildi.

Biyokimyasal analizler: 13’er haftalik
formaldehit inhalasyonu periyodundan sonra
sicanlar eter anestezisi altinda dekapitasyonla
oldiiriildii, otopsi yapildt ve inspeksiyonla tesbit
edilen patolojik degisiklikler kaydedildi. Bobrek
dokusu ¢ikarildiktan sonra soguk (+4°C) 0.15
M’lik KCI ile yikandi ve kurutma kagidi ile
kurutuldu. Bobrek dokusu tartildiktan sonra
biiylik parcalara ayrildi ve bir homojenizator ile
(Ultra Turrax Type T25-B, IKA Labortechnic,
Germany) 0.15 M’lik KCI ¢ozeltisi iginde 16000
rpm’de 3 dakika homojenize edildi.
Homojenizasyon bir buz kabinin igerisinde
gerceklestirildi. Homojenat 5000xg’de 1 saat (+4
°C’de) santrifiijlenerek siipernatan elde edildi.
Analiz zamanmma kadar (1 hafta) -40 °C’de
bekletildi. G6PD, 6PGD, MDH, LDH ve HK
enzimlerinin aktiviteleri siipernatanda
spektrofotometrik olarak tayin edildi (10,11).

HK tayini: Hekzokinaz aktivitesi, glukoz’un
HK’la glukoz — 6- fosfat’a ¢evrilmesi ve glukoz
6- fosfat’tin da G6PD enzimiyle glukonat 6-
fosfat’a donlismesi esnasinda olusan NADPH’1n
25 °C de 340 nm de artan absorbansi kaydedildi
ve dakikadaki absorbans degisiminden hesaplandi
(10).

LDH tayini: Aktivite, piruvat’in laktat’a
¢evrilmesi sirasinda oksitlenen NADH’1n 25 °C
de 340 nm de azalan absorbansi kaydedildi ve
dakikadaki absorbans degisiminden hesaplandi
(10).

G6PD tayini : G6PD aktivitesi, glukoz 6-
fosfat’in G6PD enzimiyle 6-fosfo-
glukanolakton’a doniismesi sirasinda olusan
NADPH’1n 25 °C de 340 nm de artan absorbansi
kaydedildi ve dakikadaki absorbans degisiminden
hesaplandi (10).

6PGD tayini Aktivite, 6-fosfoglukonat’in
6PGD’la D- riboluz 5-fosfat’a c¢evrilmesi
sirasinda olusan NADPH’1n 30 °C de 340 nm de
artan absorbansi kaydedildi ve dakikadaki
absorbans degisiminden hesaplandi (11).

MDH tayini: Aktivite, oksaloasetat’in MDH’la
malik asit’e donistiiriilmesi esnasinda oksitlenen
NADH’1n 25 °C de 340 nm de azalan absorbansi
kaydedildi ve dakikadaki absorbans degisiminden
hesaplandi (10).

LDH ve MDH enzimlerinin aktivitelerinin
tayini i¢in  karaciger siipernatantlart 30 kez
tamponla seyreltilerek kullanildi.
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Tablo I: 13 hafta siireyle inhalasyon yoluyla formaldehite maruz birakilan siganlarin bobrek dokularinda G6PD, 6PGD,
MDH, LDH ve HK aktiviteleri. Sonuglar ortalama * standart sapma (X+SD) olarak verilmistir.

Spesifik Aktivite mU/ mg protein
Gruplar N |HK G6PD 6PGD LDH MDH
Kontrol
8 |46+12 1.7+£0.5 3.5+0.8 272 + 87 2648 + 551
S;r‘;p) L a0le 139108 1.5+0.6 S1+0.5%% 613+ 153%%% | 3775+ 528%*
S;I‘;I; @01 e | 34404% 1.3+ 0.5% 4.8+ 0.9% 400 + 83%* 3613 + 628%

* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda)

Protein tayini: Lowry metoduna (12) gore
siipernatanda protein tayinleri yapildi.

istatistik analizi: SPSS® for Windows
bilgisayar programi kullanildi. Sonuglar ortalama
+ standart sapma olarak ifade edildi. Gruplarin
ortalamalar1 arasindaki farkin anlamliligt Mann
Whitney U testi ile test edildi. P<0.05 ve daha alt1
anlamli kabul edildi. intra korelasyon analizleri
Pearson two-tailed testi ile yapildi.

Bulgular

Bobrek dokusu G6PD, 6PGD, MDH, LDH ve
HK enzimlerinin aktiviteleri Tablo 1’de
Ozetlenmistir. Kontrol grubuna goére, subkronik
olarak 10 ppm dozda formaldehit uygulanan
grupta 6PGD (p<0.01), LDH (p<0.001) ve MDH
(p<0.01) enzim aktivitelerinde Onemli bir artis
gozlendi . HK ve G6PD enzim aktivitelerinde
istatistiksel olarak onemli olmayan bir azalma
bulundu. Subkronik olarak 20 ppm dozda
formaldehit uygulanan grupta HK ve 6PGD
enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak Onemli
bir azalma gozlendi (p<0.05). G6PD (p<0.05),
LDH (p<0.01) ve MDH (p<0.05) enzim
aktivitelerinde ise istatistiksel olarak onemli bir
artis tespit edildi. Enzim aktiviteleri arasindaki
korelasyon arastirildiginda, 10 ppm dozda, G6PD
ile LDH (r = 0.897, p = 0.003) ve LDH ile MDH
(r = 0.804, p = 0.016) arasinda pozitif bir
korelasyon bulundu. 20 ppm dozda, HK ile G6PD
(r=-0.716, p = 0.046), HK ile LDH (r = -0.688, p
= 0.059), arasinda negatif bir korelasyon ve
G6PD ile LDH (r = 0.917, p = 0.001), G6PD ile
MDH (r = 0.877, p = 0.004) ve LDH ile MDH (r
= 0.836, p = 0.001) arasinda pozitif bir
korelasyon gézlendi.

Tartisma

Formaldehit; gen mutasyonlari, delesyon,
kromozomal hatalar, tek zincir kiriklari, kardes
kromatit degistokusu ve hiicre degisimlerini
kapsayan genotoksik  (1,13,14), mutajenik,

teratojenik, embriyotoksik ve karsinojenik (15)
bir kimyasaldir.

Calismamizda, 10 ppm formaldehite subkronik
olarak maruz kalan sicanlarin bobrek 6PGD
(p<0.01), LDH (p<0.001) ve MDH (p<0.01)
enzim aktivitelerinde, kontrol grubuna gore,
istatistiksel olarak 6nemli bir artis gdzlenmistir.
Ayrica, 20 ppm dozda formaldehite maruz kalan
sicanlarda da 6PGD (p<0.05), LDH (p<0.01) ve
MDH (p<0.05) enzim aktivitelerinde, kontrol
grubuna gore 6nemli bir artis bulundu. LDH ve
MDH enzim aktiviteleri arasinda hem 10 ppm
dozda hem de 20 ppm dozda istatistiksel olarak
pozitif bir korelasyon gozlendi. 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz, pentoz fosfat yolunun anahtar
enzimidir. NADP’den NADPH olusumunu saglar.
NADPH’lar, ¢esitli biyosentez yollarinda bir
elektron dondrii olarak, oksidatif hasara karsi
hiicreleri korumak icin gerekli olan rediikte
glutatyonun sentezinde gereklidir (16).

Glutatyon, i¢ ve dis kaynakli toksik
kimyasallara karsi, hiicre savunma sisteminde
essiz bir rol oynar (17). Ayrica protein ve DNA
sentezinde, hiicre membraninin biitiinliginin
korunmasinda ve enzim aktivitelerinin
diizenlenmesinde gorev almaktadir (17). Laktat
dehidrogenaz, canli organizmanin her hiicresinde
bulunan genel bir enzimdir (18). Diger ¢ogu
enzimler gibi LDH da idrarda bulunur ve
ozellikle bobrek ve mesane kanserinde giinliik
sentezlenmesinde artis oldugu rapor edilmistir
(19). Ayrica 6PGD, MDH ve LDH enzimleri
NADPH ve NADH iiretmektedirler. Formaldehit
verildigi slire zarfinda degisik mekanizmalarla
bobrekte reversibl veya irreversibl  hasar
olusturmus olabilir. Bu durumda hiicrelerin
redoks durumunun korunabilmesi ve hasarin
minimumda tutularak o6zellikle membranlarda
olusan hasarin tamir edilmesi i¢cin NADPH ve
NADH molekiillerine  ihtiyag  vardir.  6-
fosfoglukonat dehidrogenaz, MDH ve LDH enzim
aktivitelerindeki artig, bobrekte meydana gelmis

Van Tip Dergisi, Cilt:9, Say1:1,0cak/2002 3



Yilmaz ve ark.

olan hasarlarin tamiri i¢in gerekli olan bir yeni
duruma adaptasyon siireci olabilir. Ku ve
ark.(20), formaldehitin karaciger hiicrelerinde
glutatyon seviyelerini azalttigint ve LDH enzim
aktivitesini de arttirdigin1 iddia etmislerdir.
Farooqui ve ark.(21) formaldehiti subletal dozda
(72 mg/kg) intraperitonal olarak erkek farelere
verdiklerinde, safra salgisinda iki kata varan artis,
glutatyon seviyesinde kontrole gore, karacigerde
%39, bobrekte %33, akcigerde %31 ve beyinde
%22 oraninda azalma oldugunu belirtmislerdir.
Yine Skrzydlewska ve ark.(16) arastirmalarinda,

viicuda alindiginda karacigerde once
formaldehite, daha sonra da formik asite
metabolize edilen metanoliin  karacigerdeki

glutatyonu azalttigini belirtmislerdir.

Calismamizda, subkronik olarak formaldehite
maruz kalan erkek sicanlarin bobrek HK ve
G6PD enzim aktivitelerinde, kontrol grubuna
gore hem 10 ppm dozda hem de 20 ppm dozda bir
azalma bulduk. 20 ppm dozdaki azalma her iki
enzim ig¢in de istatistiksel olarak 6nemli bulundu.
Ayrica 20 ppm dozda HK ile G6PD enzim
aktiviteleri arasinda 6nemli bir negatif korelasyon
gozlendi.

Hekzokinaz ve G6PD enzim aktivitelerindeki
inhibisyon, transkripsiyon, translasyon ve /veya
substrat seviyesinde olabilir. Formaldehit, HK
enziminin yapisinda veya enzimin substratinda
bir degisiklik yapmis olabilir. Hekzokinaz
enziminin substrati glukozdur. Hekzokinaz, ATP
varliginda glukozu, glukoz-6-fosfat’a g¢evirir.
Enzim aktivitesinde meydana gelen azalma,
glukoz-6-fosfat miktarinin azalmasina sebep
olacaktir.  Glukoz-6-fosfat G6PD enziminin
substratidir. Glukoz-6-fosfat miktarinda meydana
gelen azalma G6PD enziminin aktivitesinin
azalmasina sebep olacaktir.

Cassee ve Feron (8), li¢ giin belirli araliklarla
formaldehite (3.6 ppm) maruz biraktiklari ratlarin
burun epitelindeki biyokimyasal ve histopatolojik
degisimleri incelediklerinde, formaldehitin
glutatyon S-transferaz, glutatyon peroksidaz,
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitelerinde bir
degisiklik gozlemediklerini belirtmislerdir.
Ancak, bu ¢alismada hem uygulanan formaldehit
miktar1 az hem de uygulama zamani kisadir. Buna
ragmen, formaldehitin, riniti, dejenerasyonu,
Frank nekrozunu, hiperplaziyi ve silial1 ve siliasiz
nazal respiratdor epitelin skuaméz metaplazisini
indiikledigini belirtmislerdir (8).

Sonu¢ olarak, subkronik olarak uygulanan
formaldehit erkek si¢canlarda, HK ve G6PD enzim
aktivitelerini azaltirken, 6PGD, MDH ve LDH
enzim aktivitelerini arttirmistir. Formaldehitin bu
enzimler {izerine etkisini hangi mekanizmayla
yaptigi acik degildir. Bu etkinin enzim

transkripsiyonu veya translasyonunu
etkilemesinin yanisira enzimlerin aktivitelerini
indirekt bazi ara yollar {izerinden de
degistirebilecegini diistinmekteyiz. Enzim
aktivitelerindeki azalma ve artma nedenlerinin
daha iyi aciklanabilmesi i¢in daha ileri
caligsmalara ihtiyac vardir.

The Toxic Efects Of Subchronic (13
WEEKS) Formaldehyde Inhalation on
Some Enzymes In The Kidney Of Male
Rats

Abstract:

In this study, the toxic effects of subchronic
formaldehyde inhalation on the activities of
hexokinase (HK), glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD), 6-phosphogluconate
dehydrogenase (6PGH), lactate dehydrogenase

(LDH), and malate dehydrogenase (MDH) of the
kidney of male rats were investigated. The aim of this
study was to evaluate whether enzyme activities are
changed in the kidney of rats exposed to subchronic
formaldehyde inhalation (13-weeks). Twenty-four
male Wistar albino rats were randomly divided into
three separate groups. The first eight rats were used
as control group. Rats were exposed to atmosphere
containing 10 (n=8) and 20 ppm (n=8) formaldehyde
for 13 weeks, respectively in group I and group II
Spectrophotometric method was used to determine the
activities of the enzymes. The results showed a
remarkable increase in 6PGD (p<0.01), LDH
(p<0.001), and MDH (p<0.01) activities in the kidney
tissues from rats exposed to 10 ppm formaldehyde for
13-weeks compared to controls. It was shown
significantly that the HK and G6PD activities were
reduced (p<0.05) and 6PGD (p<0.01) and MDH
(p<0.05) activities were increased in the kidney
tissues from rats exposed to 20 ppm formaldehyde for
13 weeks.As a result, it can be suggested that
formaldehyde at two different doses inhaled by male
rats may affect the main metabolic roots of glucose
leading to the changes of the enzyme activities of
kidney G6PD, 6PGD, LDH, MDH, and HK. Although
underlying mechanism that affects enzyme activities
is not clear, it seems more likely to change the
activities by direct mechanism on enzyme activity
rather than indirect mechanisms such as
transcription and translation processes of the
enzymes.

Key words: Subchronic formaldehyde inhalation,
hexokinase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, 6-
phosphogluconate dehydrogenase, laktate
dehydrogenase, malate dehydrogenase.
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