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OZET

Amag: Bu calismada, formaldehitin prefrontal korteks {izerine olan ndrotoksik etkileri ve bu toksik etkilere kars1 omega-3 yag asitlerinin koruyucu
etkisi biyokimyasal diizeyde arastirildi.

Gereg¢ ve yontem: Bu amagla, 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek si¢an ii¢ gruba ayrildi. Grup I’deki siganlar kontrol olarak kullanildi. Grup II’deki
sicanlara giin asir1 olarak formaldehit enjekte edildi. Grup III’deki siganlara ise, formaldehit injeksiyonu ile birlikte giinliik olarak omega-3 yag asiti
verildi. 14 giinlilk deney siiresi sonunda biitlin siganlar dekapitasyon yontemi ile 6ldiiriildii. Daha sonra siganlarin beyinleri ¢ikartilarak, prefrontal
korteks orneklerinde siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve malondialdehit (MDA) enzim aktiviteleri spektrofotometrik
olarak tayin edildi.

Bulgular: Calismamizda, formaldehit uygulanan siganlarda SOD ve GSH-Px degerlerinin kontrol grubuna gére anlamh bir sekilde azaldigi, MDA
diizeyinin ise yine istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit edildi. Formaldehit maruziyeti ile birlikte omega-3 yag asiti verilen siganlarda,
SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinde bir artis olurken, MDA degerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir diisiis oldugu goriildii.

Sonug: Siganlarda, formaldehit maruziyeti sonucu prefrontal kortekste oksidatif hasarin olustugu ve bu hasarin omega-3 yag asitleri uygulamasi ile
Snlendigi tespit edildi. ©2004, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi

Anahtar kelimeler: Formaldehit, omega-3 yag asiti, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, malondialdehit.

ABSTRACT

The Protective Effects of Omega-3 Fatty Acids Against Exposure of Formaldehyde-induced Oxidative Damage in Prefrontal
Cortex of Rats.

Aim: In this study, neurotoxic effects of formaldehyde on prefrontal cortex and protective effects of omega-3 fatty acids against these toxic effects
were investigated at biochemical level.

Material and method: For this purpose, 21 adult male Wistar 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 III daily received omega-3 fatty acids with injection of formaldehyde. At the end
of 14-days experimental period, all rats were killed by decapitation. Then the brains of rats were removed. The activites of superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) and malondialdehyde (MDA) were determined in the prefrontal cortex specimens by using
spectrophotometric methods.

Results: In our study, levels of SOD and GSH-Px were significantly decreased, and MDA levels were significantly increased in rats treated with
formaldehyde compaared to control. Wherease, it was seen that there was an increase in SOD and GSH-Px enzyme activities, and decrease in MDA
levels in rats administered to omega-3 fatty acids with exposure of formaldehyde.

Conclusion: It was determined that exposure of formaldehyde caused oxidative damage in prefrontal cortex of rats and this damage was prevented by
administration of omega-3 fatty acids. ©2004, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi

Key words: Formaldehyde, omega-3 fatty acids, superoxide dismutase, glutathione peroxidase, malondialdehyde.

Formaldehit (FA) kimyasal 6zellikleri nedeniyle ¢ok yaygin FA viicuda alindiktan sonra karacigerde ve eritrositlerde
olarak kullanilan, organizmanin dogal yapisinda da yer alan formaldehit dehidrogenaz enzimi (FDH) katalizérligiinde
kimyasal bir maddedir. Kimyasal formiiliit CH,O olup, renksiz, formik aside metabolize olur. FDH enzimi bu reaksiyonu
keskin kokulu ve suda ¢ok iyi ¢dziinen bir aldehittir. Kuvvetli gergeklestiritken  kofaktdr olarak glutatyona ihtiyag duyar.
elektrofilik &zelligi nedeniyle oldukga reaktif bir maddedir ve Viicutta depo edilmeyen FA, ya formik asite doniierek idrar ve
bulundugu her ortamdan oda sicakliginda gaz haline gecebilir feges yoluyla ya da karbondioksite okside olarak solunum
1. yoluyla atilir (2).
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Diisiik dozlarda duyusal irritasyona neden olan
formaldehit, yiiksek konsantrasyonlarda salivasyon, dispne,
konviilsiyon ve 6liime neden olmaktadir. Akut etkilenmelerde
bas agrisi, bag donmesi, keyifsizlik, uykusuzluk ve istahsizlik
goriiliirken, uzun siireli maruziyette ise, davranig bozukluklari,
epilepsi gibi kalict norotoksisite belirtileri ortaya ¢ikar (3, 4).
FA’nin noérotoksik etkileri daha Once yapilan deneysel
caligmalarda da ortaya konmustur. Sistemik olarak FA
uygulanan siganlarda davranig bozukluklari, ruhsal dengesizlik
ve dgrenme ile ilgili testlerde bozukluklar gériilmiistiir (5, 6).

Ogrenme, hafiza, bilgilerin analizi, motor cevabin
planlanmas1 ~ ve  disiincelerin  olgunlagtirilmas:  gibi
fonksiyonlardan sorumlu olan prefrontal korteks; gyrus
frontalis superior, gyrus frontalis medius ve gyrus frontalis
inferior’un biliyik bir kismi ile gyri orbitales ve gyrus
cinguli’nin 6n yarisint kapsar. Brodmann’m 9, 10, 11 ve 12
no’lu alanlarimi igine alacak sekilde premotor alanin 6niinde
bulunur (7, 8). Prefrontal alanlarin kisilik ve davranmislarin
diizenlenmesi, yazilan soézciiklerin  taninmasi, dikkatin
stirdiiriilmesi, kavrami islemeye hazirlama ve kontrol etme gibi
kognitif fonksiyonlar1 vardir. Zihinsel faaliyetlerin amaca
yonelik siralanmasinda, gelen duyusal sinyallere cevabi
geciktirerek; en iyi olduguna karar verilen cevabin
hazirlanmasini saglar. Ayrica gelecegi tahmin etme, motor
hareketlerin uygulanmadan sonucunun kestirilmesi, komplike
matematik ve karmasik soyut problemlerin ¢dziilmesi,
islevlerinin toplumsal kurallara gére denetlenmesini igerir. Her
yeni bilginin beyne ulagsmasi ve bu bilginin analizi i¢in gerekli
olan ¢alisan bellegin  olusturulmasinda rolii  oldugu
diistiniilmektedir (9, 10, 11).

Dokozaheksanoik asit (DHA), eikozapentaenoik asit
(EPA) ve a-linolenik asit (ALA) omega-3 (n-3) yag asitleri
olarak bilinir ve balik yaginda bol miktarda bulunur. DHA ve
EPA wuzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA)
iyelerindendir. Mutlaka diyetin icinde PUFA bulunmalidir (12,
13). Hiicre membraninin yapist ve igerigi, hiicrenin normal
fonksiyonlarint siirdiirebilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. DHA,
ozellikle beyin, retina ve diger noral dokularda yogun olarak
bulunan ve hiicre membraninin yapisina katilan bir yag asitidir.
Sinir sisteminin geligimi i¢in 6énemli rolii olan DHA, serebral
korteks yag iceriginin %15-20’sini olusturur. DHA aksonal
yapiyt koruyarak, elektriksel uyarilarin diizgiin olarak
iletilmesine katkida bulunur (14, 15).

Yapmis oldugumuz bu c¢aligmada, sistemik olarak
uygulanan formaldehitin prefrontal korteks iizerine olan
ndrotoksik etkileri ve bu toksik etkilere kars1 n-3 yag asitlerinin
koruyucu etkisi biyokimyasal diizeyde arastirildi.

GEREC ve YONTEM

Caligmamizda 310-320 gr agirhginda toplam 21 adet Wistar-
Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Hayvanlar ii¢ gruba ayrildi.
Grup I (n=7)’deki kontrol siganlara giin asirt olarak ve
intraperitoneal (i.p) yolla sadece serum fizyolojik enjekte
edildi. Grup II (n=7)’deki sicanlara ise, yine giin asir1 olarak ve
serum fizyolojik ile 1/10 oraninda sulandirilmus 10 mg/kg
dozundaki formaldehit (FA) i.p olarak uygulandi. Grup III
(n=7)’deki siganlarada giin asir1 olarak uygulanan FA’nin yani
sira, 400 mg/kg dozundaki n-3 yag asiti (Marincap kapsiil®)
intragastrik gavaj yoluyla giinliik olarak verildi. 14 giinlik
deney siiresi sonunda tiim siganlar, dekapitasyon ydntemiyle
oldiiriildli. Siganlarin beyinleri hizla ¢ikartilarak prefrontal
korteks dokusu soguk (+4 °C) 0.15 M’lik potasyum Kkloriir
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(KCI) ile yikand1 ve kurutma kagid1 ile kurutuldu. Daha sonra
dokular homojenizator ile (Ultra Turrax Type T25-B, IKA
Labortechnic, Germany) 0.15 M’lik KCI ¢ozeltisi icinde 16000
rpm’de 3 dakika homojenize edildi. Homojenizasyon bir buz
kabinin igerisinde gergeklestirildi. Homojenat 5000xg’de 1 saat
(+4°C’de) santrifiijlenerek siipernatan elde edildi ve analiz
zamanina kadar (1 hafta) —40 °C’de bekletildi. Siiperoksit
dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
malondialdehit (MDA) enzim aktiviteleri siipernatanda
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

SOD Tayini Siiperoksit dismutaz enzimi Sun ve
arkadaglarmin (16 ) modifiye ettigi metotla tayin edildi. Bu
metodun prensibi nitroblue tetrazolium’un (NBT) siiperoksit
iireticisi olan ksantin-ksantinoksidaz sistemi tarafindan
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. SOD aktivitesi {inite/mg
doku proteini olarak ifade edildi.

GSH-Px Tayini Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia
ve arkadaglarinin metoduna gore c¢alisildi (17). GSH-Px
hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalizler. Hidrojen
peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG,
glutatyon rediiktaz ve NADPH yardim: ile GSH’a indirgenir.
GSH-Px aktivitesi NADPH’in NADP+’ya yiikseltgenmesi
sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla
hesaplanir.

MDA Tayini Lipid peroksidasyon 6l¢iim metodu olan
Esterbauer metodu uygulanarak yapildi (18). Tiyobarbutirik
asit ile 90-95 °C’de reaksiyona giren malondialdehit, pembe
renkli kromojen olusturmaktadir. Onbes dakika sonra hizla
sogutulan  numunelerin absorbanslar1 532 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu. Sonuglar nmol/gr protein
olarak ifade edildi.

Istatistik analizi PC ortaminda “SPSS 9.05 for windows”
istatistik programi kullanildi. Gruplarin dagilimlart Non-
parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov Test
ile degerlendirildi. Gruplarin normal dagilim géstermediginden
gruplarin karsilagtirilmasinda parametrik testlerden one-way
ANOVA testi ve Post Hoc testlerden LSD kullanildi.
Istatistiksel anlamlilik igin p<0.05 olan degerler anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

Sistemik olarak formaldehit uyguladigimiz siganlarda, klinik
olarak incelendiginde su ve yem tiiketiminde belirgin azalma,
halsizlik, istahsizlik, enjeksiyon bolgesindeki tiiylerde sararma,
motor aktivitede yavaslama gibi semptomlar gézlendi. FA ile
birlikte n-3 yag asitleri alan siganlarda ise, FA grubunda
gozlenen bu bulgularin ve davranis bozukluklarinin azaldigi
gorildii.

Spektrofotometrik olarak SOD, GSH-Px ve MDA enzim
degerleri olgiildi. FA uygulanan siganlarda, oksidatif
antioksidan enzimler olan SOD ve GSH-Px degerlerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldigi gorildii (p= 0.0001) (Sekil 1, 2). Ayrica oksidatif
hasar1 belirlemede Onemli bir parametre olarak alinan ve
dokuda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA
diizeyinin de, FA uygulanan grupta yine istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde arttig1 tespit edildi (p=0.0001) (Sekil 3). FA
maruziyeti ile birlikte n-3 yag asitleri verilen siganlarda ise,
SOD ve GSH-Px enzim diizeylerinin arttigi, MDA
seviyelerininde azaldig1 goriildii (Sekil 1, 2, 3).
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Sekil 1. Superoksit dismutaz (SOD) degerleri (U/mg protein). *
p<0.05 (Kontrol grubu ile kargilastirildiginda); ** p<0.05 (Kontrol
ve FA gruplariyla karsilastirildiginda).

e

==

GSH-Px (Ufg protein)

"

w2 ==

keantral FA FAn-3

Sekil 2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) degerleri (U/g protein).
* p<0.05 (Kontrol grubu ile karsilastirildiginda); ** p<0.05
(Kontrol ve FA gruplariyla karsilastirildiginda).
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Sekil 3. Malondialdehit (MDA) degerleri (nmol/g protein). *
p<0.05 (Kontrol grubu ile karsilastirildiginda); ** p<0.05 (FA
grubuyla kargilastirildiginda).
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TARTISMA

Miik6z membranlarda irritasyona yol agan formaldehitin (FA)
solunum yollar1 (akciger, burun), gastrointestinal sistem, goz,
deri, testis ve menstriiel fonksiyonlar iizerinde toksik etkilere
sahip oldugu bildirilmistir (19, 20, 21, 22). FA nonenzimatik
yolla protein, DNA, RNA ve doymamis yag asitleri ile giiclii
bir sekilde birlesme egilimindedir. Bu birlesme, allerjik
reaksiyon,  sitotoksisite,  genotoksisite, mutajenik  ve
kanserojenik etkilerin goriilmesine neden olmaktadir (1, 2).

Merkezi sinir sistemi formaldehitten etkilenen en onemli
sistemlerden  biridir. Histoloji, patoloji ve kadavra tahniti
teknisyenleri, diseksiyon yapan 6grenciler ve diyaliz iinitesinde
calisan hemsirelerde mesleki olarak FA’dan etkilenmektedirler.
Bu etkilenme sonucu halsizlik, bas agrisi, hazimsizlik, denge
ve uyku bozuklugu ile ruhsal durum ve hafiza bozukluklarmin
goriildiigi ifade edilmistir (19, 23, 24). Ayrica FA’nin
kullanildg: endiistriyel alanda ¢alisan kisilerde, asir1 yorgunluk
ve susuzluk hissi, irritabilite, letarji, davranis ve duygu-durum
bozuklugu gibi semptomlarin  olmasi  ndrotoksisiteyi
diistindiirmektedir (4, 23).

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 kaymasi oksidatif
stresi gosterir. Canlilar oksidatif hasara karsi enzimatik ve
nonenzimatik antioksidan sistem ve molekiillerle korunur.
Hiicre seviyesinde etkili olan enzimatik antioksidan sistemler
icerisinde siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) yer alir (25).

Teng ve arkadaglar1 (26) izole sigan hepatositlerinde
yaptiklari deneysel calismada, FA’nin diistik
konsantrasyonlarinin  bile oksidatif hasara yol agtigim
bildirmislerdir. Biz de yapmis oldugumuz bu ¢alismada, FA’ya
maruz kalmis prefrontal korteks dokusundaki SOD ve GSH-Px
aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigini
tespit ettik. SOD ve GSH-Px enzimlerindeki bu azalmanin,
FA’nin  prefrontal  korteksteki  antioksidan  defans
mekanizmasin1  bozarak oksidatif hasara neden oldugunu
gostermektedir.

MDA lipid peroksidasyonu sonucu olusan iiriinlerden
biridir ve oksidatif hasar1 gostermede yaygin olarak kullanilan
bir parametredir (27). Calismamizda da, FA uygulanan grupta
MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde
arttigi  gorilmistir. MDA diizeyindeki bu artis, FA’nin
prefrontal kortekste lipid peroksidasyonuna ve dogal olarak
oksidatif hasara yol agtigin1 ortaya koymustur. Benzer sekilde,
Teng ve arkadaslari da sicanlar iizerinde yaptiklar
caligmalarinda FA uygulamasmin lipid peroksidasyonuna
neden oldugunu bildirmislerdir (26).

Dokozaheksanoik asit (DHA), eikozapentaenoik asit
(EPA) ve o-linolenik asit (ALA) omega-3 (n-3) yag asitleri
olarak bilinir. n-3 yag asitleri balik yaginda bol miktarda
bulunmaktadir (12). Stone ve arkadaslar1 (28) ile Miyasaka
arkadaglart (29) yaptiklart ¢aligmalarda, n-3 yag asitlerinin
antioksidan,  antienflamatuar,  antihipertansif  &zellikler
icerdigini ve bu nedenle organizma igin koruyucu oOzellik
gosterdigini ifade etmislerdir. Ozellikle beyin, retina ve diger
noral dokularda yogun olarak bulunan ve hiicre membraninin
yapisina katilan DHA, sinir sisteminin gelisiminde dnemli rol
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oynar. DHA, aksonal yapiy1 koruyarak elektriksel uyarilarin
diizgiin olarak iletilmesine de katkida bulunur (12, 14).

Daha once yapilan deneysel calismalarda, n-3 yag
asitlerinin oksidatif hasara karsi koruyucu etkilerinin oldugu
bildirilmistir (12). Lonergan ve arkadaslar1 (30) siganlar
iizerinde yapmus olduklart ¢aligmalarinda, gama radyasyon
maruziyeti ile hipokampusta olusan néronal hasar iizerine
EPA’nin koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir. Yine
Martin ve arkadaslart (31), radyasyon ve yasa bagli beyinde
meydana gelen apoptotik degisiklikler iizerine, EPA’nin
anlamli diizeltici etkisinin oldugunu gostermislerdir.

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller membran
fosfolipitlerindeki PUFA varlifi nedeniyle oksidatif ataklara
duyarlidir. PUFA hiicre membrani, endoplazmik retikulum ve
mitokondri gibi hayati organeller i¢in gereklidir. Bunlarin
yapisal bozulmalari hiicresel fonksiyonlar i¢in ¢ok Onemli
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