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Ozet:Bu calismada formaldehit inhalasyonunun karacigerin enzimatik antioksidan sistemine etkisi
arastirilmistir. 50 adet eriskin albino-Wistar cinsi erkek sicanlar her birinde 10 si¢an olmak iizere 5 gruba
boliindii. Bir grup kontrol (0 ppm), diger dort grup subakut (4 hafta) ve subkronik (13 hafta) siirede
haftada 5 giin, giinde 8 saat, 10 ve 20 ppm formaldehit gazina maruz birakildi. Sicanlar invive olarak
formaldehit iiretimine sebep olan besinlerden uzak tutuldu. Bu islemlerin sonunda sicanlar eter anestezisi
altinda dekapitasyonla o6ldiiriildii ve karaciger dokusu ¢ikarilarak biyokimyasal analizlerde kullanildi.
Karaciger dokusunda antioksidan enzimlerden total siiperoksit dismutaz (t-SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri tayin edildi. Kontrol grubunun ortalama enzim aktiviteleri CAT
icin 48.22 + 19.76 k/gr prot, t-SOD icin 0.142 + 0.026 ii/mg prot ve GSH-Px icin 10.53 + 1.15 U/gr prot.
olarak bulundu. Enzim aktiviteleri formaldehit maruziyetinden fazla etkilenmedi. Bununla birlikte sadece
subakut 20 ppm grubunda CAT aktivitesinde anlaml bir azalma tespit edildi (%27.3) (p<0.016).

Sonu¢ olarak, Formaldehit metabolizmasinin en hizli seyrettigi organ olan karacigerde, subakut 10 ppm,
subkronik 10 ve yine subkronik 20 ppm formaldehit gazina maruz kalmanin bu organmmn enzimatik
antioksidan sistemine belirgin bir sekilde negatif veya pozitif etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Formaldehit toksikasyonu, karaciger, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz.

Formaldehit (H,C=0) endiistriyel kullanim1 rastlanmast (7), midenin glandiiler yapisinda

bakimdan aldehit ailesinin en 6nemli lyesidir.
Irrite edici ve zehirli bir gazdir. Proteinleri
sertlestirip ¢iirimelerini o6nledigi igin biyolojik
orneklerin saklanmasinda, cesetlerin mumyalan-
masinda ve dezenfektan olarak kullanilmaktadir.

Son yillarda formaldehitin tibbi a¢idan 6zellikle
Anatomi laboratuvarlarinda kullanimi nedeniyle
ragbet edilen yoniiniin yaninda, insanlara bir¢ok
yan etkilerinin oldugunu gosteren makaleler de
yayinlanmistir.

Siganlar uzun siireli 6-15 ppm dozunda
formaldehite maruz birakildiginda nazal tiimore
yol agmaktadir (1,2,3). Yiiksek konsantrasyon-
larda formaldehit solunursa mukostaz ve
siliostaza gelisir (4). Deneysel c¢alismalarda oral
yolla alinan formaldehitin genel metabolizmada
bir¢ok anormallige yol agtig1 tespit edilmistir:
Hamile halde iken formaldehit alan siganlarin
yavrularinda dogum agirliginin diismesi  (5),
erkek Wistar sicanlarda anormal sperm
insidansinin artmasi (6), Drosophila
Melanogaster’de hemen biitiin mutasyon tiplerine
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timdr-promoting aktivitenin olmasi (8). Bu
bulgularin formaldehit inhalasyonunu takiben de
olup-olmadigina dair herhangi bir bilgiye
rastlanmamistir. Hangi yolla alinirsa alinsin kana
gecen formaldehitin veya viicutta endojen olarak
iretilen formaldehitin katabolizmasi ayni sekilde
olmaktadir. Formaldehit enzimatik olarak hizla
formik asite cevrilerek uzaklastirilmaktadir. Bu
reaksiyonu katalizleyen bir¢cok enzim olmakla
birlikte bunlarin en O6nemlisi NAD-bagimli
formaldehit dehidrogenazdir (9). Bu enzimatik
reaksiyonun ve bundan sonraki karbondiokside
okside = olma  reaksiyonunun insan  ve
hayvanlardaki en yogun gerceklestigi doku
karacigerdir. Dolayisiyla disaridan yogun bir
sekilde viicuda giren formaldehitin karaciger
metabolizmasin1  etkilemesi kac¢inilmaz  gibi
goriinmektedir.

Bu c¢alismanin amaci; subakut ve subkronik
olarak formaldehite inhalasyon yoluyla maruz
birakilan sicanlarda; formaldehit
katabolizmasiyla, kullandig1 kofaktér nedeniyle
direkt iliskisi bulunan antioksidan enzimlerden
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile indirekt
iliskili olan diger antioksidan enzimlerden total
siiperoksit dismutaz (t-SOD) ve katalaz (CAT)
enzimlerinin aktivitesini O6l¢gmek, eger var ise
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solunan formaldehit miktar1 ve siiresi ile enzim
aktiviteleri arasindaki iligkileri ortaya koymaktir.

Gere¢ ve Yontem

Deney gruplarinin olusturulmasi: Her grupta
on (10) adet olmak tlizere toplam 5 grup yetigkin
erkek albino Wistar sican1 (250 = 5 gram) Firat
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi,
Biyomedikal Arastirma Unitesi’nden alind.
Gruplar, sicanlar arasindan rasgele se¢im
yapilarak olusturuldu. 1 haftallk alistirma
siiresinden sonra, on adet sigan kontrol grubu (0
ppm) olarak ayrildi. Diger siganlardan olusan
deney gruplari su sekilde olusturuldu: A) Subakut
grup: 4 hafta siireyle; grup 1 (n=10): 10 ppm,
grup 2 (n=10): 20 ppm. B) Subkronik grup: 13
hafta siireyle; grup 3 (n=10): 10 ppm, grup 4
(n=10): 20 ppm dozunda formaldehite maruz
birakildi.

Formaldehit gazinin uygulanmasi:
Formaldehit gazi, paraformaldehitten (Merck
KgaA 64271 Darmstadt, Germany) termal

depolimerizasyon yoluyla elde edildi (10).
Sicanlar formaldehite 100 It. hacmindeki cam
odaciklara alttan gidecek bicimde ve sicanlarin
tim viicudunu etkileyecek sekilde verildi. Giris
ve ¢ikistaki formaldehit seviyesi, diizenli
araliklarla OSHA (Occupational Safety and
Health Administration) tavsiyeli formaldehit
Olgen cihaz (Enviromental Sensors Co. Boca
Raton FL 33431 USA- Catalog No: MVN-300)
ile tespit edildi. Her bir odacikta 10 sican
bulunduruldu. Havanin akis hizi: 10 litre/dakika,
sicaklik: 25 £ 2 °C, nem orani: %45-55, giinlik
151k siklusu: 12 saat giindiiz/gece seklindeydi.
Hem kontrol grubundaki hem de deney
grubundaki siganlara inhalasyon periyodunda (8
saat) yiyecek ve igecek verilmedi. Diger
zamanlarda Enstitii tarafindan belirlenmis stok
diyet ve ¢esme suyu verildi. Sicanlarin giinliik
muayenesi yapildi.

Biyokimyasal analizler: 4 ve 13’er haftalik
formaldehit inhalasyonu periyodundan sonra
sicanlar eter anestezisi altinda dekapitasyonla
oldiriildii, inspeksiyonla muayene  edildi.
Karaciger dokusu ¢ikarildiktan sonra buz gibi
soguk salin ile yikandi. Analiz zamanina kadar (1
hafta) -80 °C’de bekletildi. Karaciger dokusu
tartildiktan sonra biiyiik pargalara ayrildi ve bir
homojenizator ile (Ultra Turrax Type T25-B,
Janke and Kunkel GmbH and Co. KG, IKA
Labortechnic, Germany) Tris-HCl tamponu (pH
7.4) icinde 16000 rpm’de 3 dakika homojenize
edildi. Homojenizasyon bir buz kabinin icerisinde
gergeklestirildi. Homojenat 5000xg’de 1 saat (+4
°C’de) santrifiijlenerek siipernatan elde edildi.
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CAT ve GSH-Px enzimleri siipernatanda ol¢iildii.
Stipernatan daha sonra 1/1 oraninda
etanol/kloroform karisimi (5/3, v/v) eklenerek
vortekslendi ve 5000xg’de (+4 °C’de) | saat
santrifiijlendi. Ustteki etanol fazinda t-SOD
aktivitesi belirlendi. Protein tayini: Lowry
metodunagore yapildi(11). Homojenat,
siipernatan ve etanol ekstraktinda protein
tayinleri  yapildi. SOD  tayini: Sun ve
arkadaslarinin  tarifledigi(12) ve Durak ve
arkadaslarinin  modifiye ettigi metoda gore
calisildt  (13). Kisaca: reaksiyon ortaminda
ksantin/ksantin  oksidaz  sisteminin  iirettigi
siiperoksit  radikalleri  normalde  nitroblue
tetrazoliumu (NBT) rediikleyerek 560 nm’de en
iyi tesbit edilebilen mavi-mor bir rengin
olusmasina neden olur. Karaciger siipernataninda
bulunan t-SOD, bu rediiklenmeyi inhibe ederek
renk olusumunu engeller. NBT rediiklenmesinin
%50 inhibisyonuna neden olan enzim aktivitesine
1 dnite denildi. Sonug¢lar U/mg protein olarak
ifade edildi. CAT tayini: Aebi (14) metoduna gore
yapildi. Ozet olarak; fosfat tamponu igerisinde
(pH 7.4) hazirlanip 240 nm’de yaklasik 0.500
absorbans veren H,0, ¢ozeltisinin i¢ine numune
ilave edildiginde, numunede bulunan CAT enzimi
H,0,’yi pargalayarak molekiiler oksijen ve su
olusturur. Bu arada absorbans azalmasi
monitdrden takip edilip egimden aktivite hesabi
yapildi. Sonuglar k (hiz sabiti)/gram protein
olarak ifade edildi. GSH-Px tayini: Paglia (15) ve
arkadaslarinin metoduna gore yapildi. Kisaca:
karaciger siipernataninda bulunan GSH-Px,
reaksiyon ortamima ilave edilen rediikte
glutatyonu (GSH) okside glutatyona (GSSG)
cevirir. Ortama ilave edilmis olan glutatyon
rediiktaz enzimi okside glutatyonu yeniden
GSH’a ¢evirirken molaritesini bildigimiz NADPH
okside olur. Inkiibasyon periyodundan sonra (30
dak.) 340 nm’de absorbans azalmasi belirlenip
egimden aktivite hesaplandi. Sonuglar U/gr
protein olarak ifade edildi.

istatistik analizi: “SPSS® for Windows”
bilgisayar  programi  kullanildi.  Gruplarin
ortalamalar1 arasindaki farkin anlamliligt Mann
Whitney U testi ile test edildi. P<0.05 ve daha alti
anlamli kabul edildi. intra korelasyon analizleri
Pearson two-tailed testi ile yapildi.

Bulgular

Karaciger dokusu antioksidan enzim aktiviteleri
Tablo I’de 6zetlenmistir. Tabloya gore, enzimler
icinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda
farklilik gosteren tek enzim katalazdir. Subakut
grupta 20 ppm dozda formaldehit uygulanan
grupta CAT aktivitesi onemli oranda diismiistiir
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(p<0,02). Subakut grupta 10 ppm formaldehit
uygulanan grupta da kontrole goére onemli bir
aktivite azalmasi1 gbze carpmaktadir ama bu
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).
GSH-Px enzimi agisindan da subkronik grupta
kontrole gore aktivite azalmasi tesbit edildi ancak
bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Enzim sonuglar1 arasinda korelasyon
arastirildiginda, en yiiksek korelasyon katsayist
subkronik 20 ppm grubunda t-SOD ve GSH-Px
arasinda bulundu. Burada iki enzim arasinda
negatif bir korelasyon vard1 (r=-0,585, p=0,087).

Tartisma

Anatomi laboratuvarlarinda devamli c¢alisanlar
igin formaldehit onemli bir tehdit
olusturmaktadir. Bir yil silireyle giiniin belli
saatlerinde laboratuvarda bulunan o&grencilerde
sadece irritasyon bulgulari tesbit edilmis, ancak
bunun ¢ok ileri diizeyde bir yan etkiye sebep
oldugu gosterilememistir (1). Ancak bilim dali

olarak Anatomi ile ugragan Ogretim
elemanlarinda formaldehite bagli daha ileri
rahatsizliklar goriilebilmektedir. Literatiir
arastirmalarimizda rastladigimiz deneysel
calismalar genellikle hayvanlara oral yolla

verilen formaldehitin toksik etkileri tizerinedir (6-
8). Halbuki anatomi laboratuvari ¢alisanlari i¢in
onemli olan solunan formaldehitin etkisidir.
Bundan dolayr biz deneyimizi planlarken
literatiirde az sayida 6rnegi bulunan, inhalasyon
yoluyla verilen formaldehitin etkilerini konu
edinen deneyi tercih ettik.

Karaciger viicut metabolizmasinda
detoksifikasyon, ksenobiyotik metabolizmasi,
aminoasit, protein, sekerler, vs. sentezi gibi
merkezi bir role sahip olup, diger dokulardan
farkli  olarak  bazi  ayricaliklara  sahiptir.
Mitokondrial, mikrozomal elektron transport
sistemleri, prostaglandin sentezi, ksenobiyotik
metabolizmas1 gibi metabolik yollarda iiretilen

serbest oksijen radikallerinin (SOR)
detoksifikasyonu i¢in iyi bir enzimatik ve non
enzimatik  antioksidan  savunma  sistemine

sahiptir. Bu sayede SOR belli bir diizeyin altinda
tutularak hiicrelere yapabilecegi hasar minimum
diizeyde tutulmaktadir.

SOD enzimi siiperoksit radikali (O,")
siiplriiciisic. ~ olarak  fonksiyon  gdrmektedir.
Stiperoksiti hidrojen peroksite (H,0,) g¢evirir.
H,0, daha sonra CAT ve GSH-Px tarafindan
detoksifiye edilir (molekiiler oksijen ve suya). Bu
enzimlerden GSH-Px, kofaktor olarak GSH
kullanmaktadir. GSH karacigerde bol miktarda
sentez edilmektedir. GSH-Px enziminin disinda
hiicre membranindan amino asitlerin transferi
dahil olmak iizere daha bir¢ok metabolik yol GSH
kullanmaktadir. Bu metabolik yollardan biri
glutatyon bagimli formaldehit dehidrogenaz’dir
(GSH-FDH). Bu enzimin viicutta ¢ok yaygin
olarak bulunmasi, formaldehitin niikleik asitler,
proteinler ve diger hiicre bilesenleri ile potansiyel
olarak letal ve sitogenetik etkilerini dnlemek igin
fonksiyon gordiigii konusunda Dbize fikir
vermektedir (16). Skrzydlewska ve arkadaglari
aragtirmalarinda  (17), viicuda alindiginda
karacigerde Once formaldehite, daha sonra da
formik asite metabolize edilen metanoliin
karacigerdeki GSH’u azalttigin1 belirtmislerdir.
Bunun disinda hem enzimatik (Cu,Zn SOD), hem
de enzimatik olmayan (askorbik asit) antioksidan
sisteminde  kontrol grubuna gdre Onemli
degisiklikler tesbit etmiglerdir. Benzer
degisiklikler (antioksidan sistem ve peroksidatif
yikim iriinlerinde degisiklikler) ayni
aragtirmacinin enzimleri agirlikli olarak calistigt
bir diger ¢alismasinda tesbit edilmistir (18).
Calismamizda inhalasyon yoluyla viicuda giren

formaldehitin karacigerdeki intoksikasyon
siirecine baglt muhtemel bir GSH deplesyonu
sonucu GSH-Px aktivitesinde ozellikle

subkronik-10 ppm grubunda bir azalma géze

Tablo 1. Farkl doz ve siirelerde inhalasyon yoluyla formaldehite maruz birakilan si¢anlarin karaciger dokularinda t-
SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmigtir.

t-SOD CAT GSH-Px

(U/mg protein) k/gr protein (U/gr protein)

Kontrol (n=10) 0.142 £ 0.026 48.22 £ 19.76 9.41 £ 1.49
SA-10 ppm (n=10) 0.145 £ 0.050 34.87 +£27.01 9.33+£1.61
SA-20 ppm (n=10) 0.154 £0.052 35.04 £ 6.68* 9.57+1.72
SK-10 ppm (n=10) 0.146 £ 0.017 4532 +£17.92 8.36 £2.13
SK-20 ppm (n=10) 0.124 £ 0.030 41.15+£9.40 9.05+2.12

SA: subakut, SK: subkronik, U: {inite, k: hiz sabiti.
* p<0.02 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda)

86 Van Tip Dergisi, Cilt: 7, Say1: 3, Temmuz/2000



Subakut Ve Subkronik Formaldehit inhalasyonu.....

0,2

t-SOD

0,15

0,1

0,05
0 I I I

U/mg protein

K  SA-10 SA-20 SK-10 SK-20
Gruplar

Grafik 1. Solunan formaldehitin karaciger dokularindaki t-SOD aktiviteleri
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Grafik 2. Solunan formaldehitin karaciger dokularindaki CAT aktiviteleri

carpmaktadir (Grafik 3). Fakat bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildir. Anlaml
olmayan diger bir azalma subkronik-20 ppm
grubunda t-SOD seviyelerinde olmustur (Grafik
1). Asil degisiklik  katalaz  enziminde
gozlenmektedir (Grafik 2). Ozellikle subakut
grubundaki azalmalar daha belirgindir. Biitiin
antioksidan enzimler gdzoniine alindiginda,
formaldehit metabolizmasina bagli oldugunu
izlenimi veren direkt (GSH-Px) ve indirekt (t-

SOD ve CAT) antioksidan enzim aktivite
degisiklikleri meydana gelmistir. Enzimlerin
farkli sekillerde etkilenmesi, muhtemel bir

kompansasyon mekanizmasini akla getirmektedir.

Ayr1 bir c¢aligmada metanol verilen sicanlarda
karacigerde belirgin degil ama eritrositlerde
belirgin  bir antioksidan enzim degisikligi
saptanmis olup bu degisiklik, formaldehitin
metabolizmas1 esnasinda meydana gelen GSH

azalmas1 ve ek olarak siiperoksit iiretimine
baglanmistir(19). Cassee ve arkadaslar1
formaldehiti diger baz1 aldehitlerle birlikte

sicanlara inhale ettirdiklerinde, burun mukozasi
ve olfaktor mukozada GSH-FDH enziminin
bunlarin detoksifikasyonunda major bir roli
olmadigi sonucuna varmiglardir(20). Bununla
birlikte mukoza GSH-S-transferaz ve GSH-
rediktaz enzim aktivitelerinde azalma, GSH-Px
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Grafik 3. Solunan formaldehitin karaciger dokularindaki GSH-Px aktiviteleri

aktivitesinde ise artma tesbit etmislerdir. Bu
durum bize formaldehitin, en azindan solunum
yolu epitelinin bu bilesige en yogun maruz olan
burun bolgesinde siilfidril (-SH) grubu tasiyan
bilesikler (aminoasitler, kiigiik peptitler, vs) ile
direkt veya indirekt olarak detoksifiye edildigi
konusunda fikir vermektedir. Bu konuyla ilgili
basgka bir ¢aligmada ise formaldehit ile ozon ayri
ayrt  belli oranlarda verildiginde mukoza
hiicrelerinin GSH-S-transferaz, glukoz-6 fosfat
dehidrogenaz, formaldehit dehidrogenaz ve GSH-
rediiktaz aktivitelerinde herhangi bir degisiklik
tesbit edilememis, ancak bu iki gaz birlikte
verildiginde bu enzimlerin aktivitesinde hafif bir
azalma tesbit edilmistir (21).

Sonug olarak karacigerin enzimatik antioksidan
sisteminin formaldehit inhalasyonundan ve bunun
metabolize edilmesinden ¢ok fazla etkilenmedigi,
bu sisteme direkt ve indirekt etkilerinin ihmal
edilebilir oldugu sdylenebilir. Bu konunun daha
iyi agikliga kavusturulabilmesi i¢in enzimatik ve
enzimatik olmayan sistemin total olarak
degerlendirildigi daha detayli ¢aligmalara ihtiyag
vardir. Ayrica inhalasyon ve oral yolla alinan
formaldehitin karaciger antioksidan sistemine
etkilerinin karsilastirilmali olarak calisilmasi da
eksik olarak gordigiimiiz, calisilmasi gereken
diger konulardir.

The Evaluation of the Enzymatic
Antioxidan System of Liver after the
Subacute and Subchronic Inhalation of
Formaldehyde in Rats.

Abstract: In this study itwas researched the effect of
formaldehyde inhalation to the enzymatic antioxidan
system of liver. 50 adult albino Wistar male rats were
assigned to five groups of 10 each. A group was
seperated for Control (0 ppm). Other four groups of
rats were exposed for subacute (4-week) and
subchronic periods (13-week), (8 h/day;5 days/week)
to 10 and 20 ppm formaldehyde gas. The rats were
kept out from diet caused production invivo
formaldehyde. At the end of the exposure period, the
rats were killed by decapitation under the ether
anaesthezia. Liver was removed and used in
biochemical analysis. The activities of total
superoxide dismutase (t-SOD), catalase (CAT) and
glutathion peroxidase (GSH-Px), whieh are
antioxidane enzymes, were determined in liver tissue.
The average enzym activities of the control group
were found for CAT: 48.22£19.76 k/gr prot, for t-

SOD: 0.142%0.026ii/mg prot, for GSH-
Px:10.53£1.15U/gr prot. The enzym activities were
not too influenced of formaldehyde exposure.
However, only the significant CAT activity decrease

was determined in the subacute 20 ppm group
(%27.3) (p<0.016).

As a result, exposure in subacute to 10 ppm and
subchronic to 10 or 20 ppm formaldehyde gas have
not influenced as significantly negative or positive in
liver in which the most intensive formaldehyde
metabolism occured.

Key Words: Formaldehyde toxicity, liver,
superoxide dismutase, catalas, glutathion
peroxidase
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