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OZET

Amag: Formaldehitin karaciger dokusu iizerine olan toksik etkileri ve bu toksik etkilere kars1 omega-3 yag asitlerinin koruyucu etkisi arastirildi.
Gerec ve Yontem: 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek sigan ii¢ gruba ayrildi. Grup I’deki siganlar kontrol olarak kullanildi. Grup II’deki siganlara giin
asir1 olarak formaldehit enjekte edildi. Grup III’deki siganlara ise, formaldehit enjeksiyonu ile birlikte giinlilk olarak omega-3 yag asiti verildi. 14
glinliikk deney siiresi sonunda biitiin siganlar dekapite edildi. Hayvanlardan alinan karaciger doku 6rnekleri rutin histolojik prosediirlerden gegirilerek
151k mikroskobunda incelendi. Ayrica doku orneklerinde glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), malondialdehit
(MDA) ve ksantin oksidaz (XO) enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak tayin edildi.

Bulgular: Formaldehit uygulanan siganlarda GSH-Px, SOD, CAT, XO ve MDA diizeylerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 bir
artigin oldugu tespit edildi. Bu grubun 1s1k mikroskopik incelemesinde, portal alan ve vena centralis etrafinda mononiikleer hiicre infiltrasyonu ayirt
edildi. Ayrica genislemis sinuzoidlerin kanla dolu oldugu gozlendi. Hepatositlerin hiperkromatik ¢ekirdekli olduklari ve sitoplazmalarinda
vakuolizasyon oldugu tespit edildi. Formaldehit maruziyeti ile birlikte omega-3 yag asiti verilen siganlarda ise, formaldehit maruziyetinin neden
oldugu histolojik degisikliklerin azaldig1 goriildii. Ayrica SOD, CAT, GSH-Px, XO ve MDA diizeylerininde azaldig: tespit edildi.

Sonug: Siganlarda formaldehit maruziyeti sonucu karaciger dokusunda oksidatif hasarin olustugu ve bu hasarin omega-3 yag asitleri uygulamasi ile
azaldig tespit edildi. ©2005, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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ABSTRACT

Damage in Rat Liver by Administration of Formaldehyde that Using Fixation of Cadaver and the Effects of Omega-3 Fatty
Acids on This Damage

Objectives: The toxic effects of formaldehyde on liver and protective effects of omega-3 fatty acids against these toxic effects were investigated.
Materials and Methods: 21 adult male Wistar rats were divided into three groups. Rats in group I were used as control. Rats in group II were
injected with formaldehyde every other day. 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. The liver tissue specimens which were taken from the rats were examined in light
microscope with passing on the routine histological procedures. The activites of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GSH-Px), xanthine oxidase (XO) and malondialdehyde (MDA) were determined in the liver specimens by using spectrophotometric methods.
Results: In rats whom formaldehyde was given a statistically significant increase in the levels of SOD, CAT, GSH-Px, XO and MDA was determined
when compared to control group. In the light microscopic examination of this group, mononuchlear cell infiltration on portal area and araund central
ven was determinated. There were hiperchromatic nucleus and stoplasmic vacuolization in hepatocytes. It was seen that the histological variances
which caused by formaldehyde exposure in rats were decreased whom received omega-3 fatty acids. A decrease of SOD, CAT, GSH-Px, XO, MDA
levels were determined.

Conclusion: It was determined that damage occured in liver tissue of rats exposured to formaldehyde and this damage was reduced by omega-3 fatty
acids.©2005, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi

Key words: Formaldehyde, liver, omega-3 fatty acids, rat

F ormaldehit (FA) keskin kokulu, renksiz, suda cok iyi tadir. Canliligini kaybetmis dokularda tespit fonksiyonu ve
¢ziinebilen irritan bir gazdir. FA (CH20) nonenzimatik yolla antimikrobiyal aktivite gosterir (1, 2, 3).

protein, niikleik asitler, doymamis yag asitleri ile giiglii bir
sekilde birlesme egilimindedir. Bu birlesme proteinlerde
denatiirasyon olusturarak sitotoksisite, iltihabi reaksiyon,
nekroz, allerji ve mutajenik etkinin goriilmesine neden olmak-

Tip alamnda FA’mn  kullammu  laboratuarlarda
yogunlagsmaktadir.  Anatomide  kadavramn  tespiti  ve
bozulmadan uzun siire saklanmasi, histoloji ve patoloji
laboratuarlarinda dokularin fiksasyon asamasinda
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kullanilmaktadir. Dis hekimliginde kaplamalarin yapisinda,
klinikte inatc1 sistit tedavisinde ve bazi ilaglarda da koruyucu
madde olarak FA’dan faydalanilmaktadir. Ayrica hemodiyaliz
initesinde kullanilan soliisyonlar da formalin icermektedir (4,
5,6,7).

FA viicuda alindiktan sonra karacigerde ve eritrositlerde
formaldehit dehidrogenaz enzimi (FDH) Kkatalizorliigiinde
formik aside metabolize olmaktadir. Dolayisiyla disardan
alman FA’min  karaciger metabolizmasim  etkilemesi
kagimmlmazdwr. FDH enzimi bu reaksiyonu gergeklestirirken
kofaktor olarak glutatyona ihtiya¢ duyar. Normal bir metabolit
olan FA, hiicrelerde degisik seviyelerde bulunur ama viicutta
depo edilmez. Viicuttan atilim ya formik asite doniiserek idrar
ve feges yoluyla, yada karbondioksite okside olarak solunum
yoluyla gergeklesir (8, 9).

Dokozaheksanoik asit (DHA, 22: 6n-3),
eikozapentaenoik asit (EPA, 20: 5n-3) ve [I-linolenik asit
(ALA, 18: 3n-3) omega-3 (n-3) yag asitleri olarak bilinirler. n-
3 yag asitleri balik yaginda bol miktarda bulunur. DHA ve
EPA uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA)
iyelerindendir. Mutlaka diyetin icinde PUFA bulunmalidir.
PUFA i¢inde de ideal olarak n3/n6 oram yaklasik 1/4
olmalidir. Ozellikle soya yagi ve keten tohumunda olmak
iizere, bazi bitki yaglarinda [-linolenik asit (ALA, 18:3n-3)
bulunur (10, 11).

Hiicrenin normal fonksiyonlarim siirdiirebilmesi igin
hiicre membranimin yapist ve igerigi ¢ok dnemlidir. Omega-3
yag asitleri hiicre membraninin 6nemli komponentlerinden
olup membramn biitiinliigli ve akigkanlig1, hiicresel hareketleri,
reseptorlerin  yerlesimini diizenler. Ayrica omega-3 yag
asitlerinin  antienflamatuar, antioksidan, antihipertansif,
antihiperlipidemik, antiaterojenik, antiaritmik ve antiagregan
ozellikleri oldugu tespit edilmistir (12, 13, 14).

Yapmis oldugumuz bu c¢aligmada, sistemik olarak
uygulanan FA’nin karaciger iizerine olan toksik etkileri ve bu
toksik etkilere karsi omega-3 yag asitlerinin koruyucu etkisi
histolojik ve biyokimyasal diizeyde arastirildi.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda Wistar-Albino cinsi, 310-320 gr agirhignda
toplam 21 adet erkek sigan kullamldi. Hayvanlar her bir grupta
yedi (n=7) adet olmak {iizere {i¢ gruba ayrildi. Grup I’deki
(kontrol) siganlara giin agir1 olarak ve intraperitoneal (i.p) yolla
sadece serum fizyolojik enjekte edildi. Grup II’deki siganlara
ise, yine giin asir1 olarak serum fizyolojik ile 1/10 oraninda
sulandirilmis 10 mg/kg dozundaki (%10’luk) FA ip olarak
uygulandi. Grup III’deki siganlara giin asir1 FA ve 400 mg/kg
dozunda n-3 yag asiti (Marincap kapsiil®) intragastrik gavaj
yoluyla giinliik olarak verildi. Ondort giinliik deney siiresi
sonunda tiim sicanlar dekapitasyon yontemiyle oldiirtildii.
Hayvanlardan ¢ikarilan karaciger doku orneklerinin bir kismi
%10’luk formaldehit ile fikse edildi ve histolojik takip
serilerinden gegirilerek parafine gdmiildii. Parafin bloklardan 5
mikron kalinliginda kesitler alinarak HE ve PAS ile boyanarak
hazirlanan  preparatlar ~ Olympus  BH-2 aragtirma
mikroskobunda incelendi. Alinan dokularin diger kismu ise,
biyokimyasal degerlendirmeler i¢in 0.15 M’lik soguk (+40C)
potasyum kloriir (KCI) ile yikand1 ve kurutma kagidi ile
kurutuldu. Daha sonra dokular homojenizatdr 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 gerceklestirildi.
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Homojenat 5000xg’de 1 saat (+40C’de) santrifiijlenerek
stipernatan elde edildi ve analiz zamanna kadar (1 hafta) —40
oC’de bekletildi. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
ksantin oksidaz (XO) enzim aktiviteleri siipernatanda ve
malondialdehit (MDA) seviyeleri homojenatta
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

SOD Tayini: Siiperoksit dismutaz enzimi Sun ve
arkadaglarinin (15) modifiye ettigi metotla tayin edildi. Bu
metodun prensibi nitroblue tetrazolium’un (NBT) siiperoksit
ireticisi olan ksantin-ksantinoksidaz sistemi tarafindan
indirgenmesi esasma dayanmaktadir. Calismamizda SOD
aktivitesi iinite/miligram (U/mg) doku proteini olarak ifade
edildi.

CAT Tayini: Katalaz aktivitesi Aebi metoduna gore
caligildi (16). pH 9.7 glisin tamponunda bakir (Cu) kapli
kadmiyum graniilleri deproteinize numune siipernatant: ile 90
dakikalk inkiibasyona birakilarak nitratin rediiksiyonu
saglandi. Uretilen nitrit; siilfanilamid ve buna bagli N-
naftiletilen diamin (NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon
sonucu olusan pembe rengin 545nm dalga boyunda okunmasi
(k/g protein) ile belirlendi.

GSH-Px Tayini: Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia
ve ark. (17)’mn metoduna gore ¢aligildi. GSH-Px hidrojen
peroksit varhigmda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalize eder. Hidrojen
peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG,
glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir.
GSH-Px aktivitesi, NADPH’iIn NADP+’ya yiikseltgenmesi
srrasindaki absorbans azalmasimn 340 nm’de okunmasiyla
hesapland1 ve {inite/gram (U/mg) doku proteini seklinde
belirtildi.

MDA Tayini: Lipid peroksidasyon 6l¢iim metodu olan
Esterbauer metodu (18) uygulanarak yapildi. Tiyobarbutirik
asit ile 90-95 0C’de reaksiyona giren malondialdehit, pembe
renkli kromojen olusturmaktadir. Onbes dakika sonra hizla
sogutulan ~ numunelerin  absorbanslart 532  nm’de
spektrofotometrik olarak okundu. Elde edilen degerler nmol/gr
cinsinden belirtildi.

XO Tayini: Doku XO aktivitesi Prajda ve Weber (19) ’in
metoduna gore ksantinden olusan iirik asit absorbansinin 293
nm dalga boyunda okunmasiyla spektrofotometrik olarak tayin
edildi. pH 7.5 ve 37 0C’de olusan 1 [Imol iirik asit bir iinite
aktivite olarak belirlendi. Sonuglar {inite/gram protein (U/g
protein) olarak ifade edildi.

Istatistik Analizi: PC ortaminda “SPSS 9.05 for
windows” istatistik programi kullamldi. Gruplarin dagilimlart
Non-parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov
Test ile degerlendirildi. Gruplarin karsilagtirilmasinda
parametrik testlerden one-way ANOVA testi ve Post Hoc
testlerden LSD kullanildi. Istatistiksel anlamhilik igin p<0.05
olan degerler anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Hematoksilen-eosin ile boyanan kontrol grubuna ait karaciger
doku kesitlerinin 151k mikroskobik incelemelerde hepatik
asinusun her {i¢ zonu da normal yapida izlendi. PAS ile yapilan
boyamada yine her ii¢ zondaki (zon I, zon II, zon III)
hepatositler yogun glikojen boyamas: gosterdi (sekil 1).
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Sekil 1. Kontrol grubuna ait karaciger doku kesitlerinde hepatik
asinusun her ¢ zonuda normal yapida izlendi. Hepatositler
yogun glikojen boyanmasi (ok) gosterdi. PAS x 20.

FA wuygulanan siganlarin karacigerinde genislemis
sinuzoidlerin kanla dolu oldugu gozlendi. Ayrica portal alan ve
vena centralis etrafinda mononiikleer hiicre infiltrasyonu ayirt
edildi (sekil 2, 3).

L7

Sekil 2. FA uygulanan siganlarin karacigerinde portal alanda
mononiikleer hiicre infiltrasyonu (ok) ayirt edilmekte. Ugli x 10.

Sekil 3. FA verilen sicanlarin karacigerinde igi kanla dolu
genislemis  sinuzoidler (yildiz) ve mononikleer hiicre
infiltrasyonu (ok) ayirt edildi. H.E x 20.
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Hepatositlerin bazilariin sitoplazmalarinda

vakuolizasyon (sekil 4), bazilarmmn ise hiperkromatik
cekirdekli (sekil 5) olduklar1 saptandi. PAS ile yapilan
boyamada portal alan etrafindaki hepatositlerin PAS (-)
oldugu, dolayistyla glikojenin olmadig: saptand: (sekil 6).

Sekil 4. Formaldehite maruz kalan siganlarda bazi hepatosit
sitoplazmalarinda vakuolizasyon (gift ok) ve PAS (+) (tek ok)
gozlenmekte. PAS x 40.

Sekil 5. FA maruziyeti ile siganlarda, hiperkromatik gekirdekli
(ok) hepatositler gérilmekte. Ul x 20.

Sekil 6. Formaldehite maruz kalan siganlarda, portal alan
etrafindaki hepatositlerin PAS (-) (yildiz) oldudu, vena centralis
etrafindaki hepatositlerin PAS (+) (ok) oldugu gézlenmekte. PAS
x 20.
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Tablo I. Gruplara ait siperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), ksantin oksidaz (XO) ve malondialdehit
(MDA) degerlerinin karsilastiriimasi.
n: denek sayisi, AD: anlamli degil, dederler ortalama * SS seklinde verildi, p < 0.05 anlamli kabul edildi.

GRUPLAR X0 CAT SOD
(n=7) MDA (nmol/g) (Ulg) GSH-Px (U/g) (K/e) (U/mg)

I- Kontrol 2.356+0.15 0.286+0.01 23.599 +£0.98 5.163+0.11 0.071+0.004
II- FA 6.128 + 0.47 0.523 +0.01 39.23£1.47 10.209 £ 0.21 0.144 £ 0.017
III-FA + n-3 2.504 +0.25 0.294 +0.01 24.151+0.72 5.173+0.14 0.073 £0.005
p<(I-1D) 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
p<(1-1I) AD AD AD AD AD
p< (I - 1I) 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

FA maruziyeti ile birlikte omega-3 yag asiti verilen
sicanlarda ise, PAS ile yapilan boyamada kontrol grubunda
oldugu gibi her ii¢ zondaki hepatositlerin glikojen igerdigi
tespit edildi. Portal alan ve vena centralis -etrafinda
mononiikleer hiicre infiltrasyonu bu grupta deneklerde ayirt
edilmedi (Sekil 7).

Sekil 7. FA maruziyeti ile birlikte omega-3 yag asiti verilen
siganlarda, portal alan etrafindaki hepatositlerin glikojen icerdigi
(ok) tespit edildi.. PAS x 20.

Spektrofotometrik olarak karaciger dokusunda GSH-Px,
SOD, CAT, XO ve MDA enzim degerleri olgiildi. FA
uygulanan sicanlarda oksidatif antioksidan enzimlerden olan
GSH-Px, SOD, CAT enzim seviyelerinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamh arttif1 gériildii (p=0.0001). Ayrica
oksidatif hasar1 belirlemede 6nemli bir parametre olarak alinan
MDA ve XO degerlerinin de istatistiksel olarak anlamli bir
artis tespit edildi (p=0.0001). FA maruziyeti ile birlikte n-3 yag
asitleri verilen siganlarda ise, CAT, SOD, GSH-Px enzim
diizeylerinde anlamli bir azalma goézlendi. Yine ayni grubun
MDA ve XO degerlerinin istatistiksel olarak anlaml
(p=0.0001) bir sekilde azaldig1 tespit edildi (Tablo 1).

TARTISMA

FA’nin solunum sistemi, santral sinir sistemi, deri, goz, testis
ve menstrile] fonksiyonlar {izerinde toksik etkilere sahip
oldugu bildirilmistir (20). Ag1z yoluyla FA alinmasini takiben
iist gastrointestinal sistemde lokal korozif etki meydana getirir.
Mide bulantisi, siddetli ishal, karin agris1 gibi semptomlarin
ardindan nekroz, perforasyon ve kanama gelisir. Daha sonra
dolagim kollapsi, siddetli metabolik asidoz ortaya c¢ikar ve
birkag giin igerisinde 6liimle sonuglanir (5).
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Calismamizda, FA uygulanan grubun 151k mikroskobik
incelenmesinde karaciger dokusunda portal alan ve vena
centralis etrafinda mononiikleer hiicre infiltrasyonu ayirt
edildi. Hepatositlerin bazilarmin sitoplazmalarinda
vakuolizasyon ve bazilarinin ise hiperkromatik ¢ekirdekli
olduklar1 saptandi. PAS ile yapilan boyamada portal alan
etrafindaki hepatositlerin PAS (-) oldugu, dolayisiyla
glikojenin olmadigin1 gozlemledik. Bu durum bize FA’min
karacigerde direkt mekanizma ile hasar meydana getirdigini ve
strese maruz kalan dokuda once glikojenin yikildigim
gostermektedir. Beall ve ark. (21) da FA’min karaciger
dokusunda lokal hiicresel nekroz odaklar1 ve sentrilobiiler
vakuolizasyona yol agtigini bildirmislerdir.

Canlilar oksidatif hasara karsi antioksidan savunma
sistemiyle korunurlar. Hiicresel seviyede etkili olan enzimatik
antioksidan sistemler igerisinde katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) yer alir
(22). Sarsimaz ve ark. (23), solunum yoluyla (12 ppm)
uyguladiklar1 FA’min karaciger dokusunda GSH-Px ve SOD
aktivitelerini arttirdigim, CAT aktivitelerini ise azalttigm
bildirmislerdir. Farooqui ve ark. (24) ise, i.p yolla verdikleri
yilksek doz FA’y1 takiben safra sekresyonunda glutatyon
konsantrasyonunun arttigimi, fakat karacifer dokusunda
glutatyon  seviyesinin  azaldigim  tespit  etmislerdir.
Skrzydlewska (25) da yapmus oldugu ¢alismada, formik asit ve
FA’ya metabolize olan metanoliin, sigan karaciger dokusunda
SOD ve CAT enzim aktivitelerinde artisa neden oldugunu
belirtmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada ise, FA’ya maruz
kalan siganlarin karaciger dokusunda SOD, CAT ve GSH-Px
enzim aktivitelerinin arttigmm tespit ettik. FA uygulamasi
karaciger dokusunda oksidatif hasara neden olarak siiperoksit
radikallerinde artiy meydana getirebilir. Buna bagli olarak
SOD enziminin aktivitesinde de artig olabilir. SOD enzim
aktivitesinin artmasiyla da ortamda hidrojen peroksit (H202)
miktar1 artacaktir. Artan H202, CAT ve GSH-Px enzimleri
tarafindan suya gevrilerek ortamdan uzaklagtirilir.

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan ve oksidatif
hasar1 géstermede yaygin olarak kullanilan MDA (22) ve XO,
formaldehit uyguladigimiz sicanlarda anlamli olarak artmustir.
Teng ve ark. (26) izole sigan hepatositlerinde yaptiklari
deneysel ¢aligmada, FA’mn diisiik konsantrasyonlarinin bile
oksidatif hasara yol agtigim bildirmislerdir. Dobrzynska ve ark
(27) da, yaptiklar1 ¢alismada metanol uyguladiklari siganlarin
karaciger dokusunda lipid peroksidasyon {iriinlerinde artig
oldugunu tespit etmislerdir. MDA diizeyindeki bu artig, FA’mn
karaciger dokusunda lipid peroksidasyonuna ve dogal olarak
oksidatif hasara yol agtigim ortaya koymustur.

FA ile birlikte omega-3 yag asiti uygulanan si¢anlarin,
hem MDA ve XO degerleri, hem de SOD, CAT ve GSH-Px
degerlerinde anlamli azalma oldugu tespit edildi. Bu sonuglar,
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omega-3 yag asitlerinin FA’mn karaciger dokusu iizerinde
olusturdugu  oksidatif =~ hasar1  azaltma  kabiliyetini
gostermektedir. Bu gruptaki azalan MDA degerleri, omega-3
yag asitlerinin karacigerde olusan oksidatif hasar1 dnlemede
diyete eklenebilecek Onemli bir esansiyel yag asiti
olabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica bu gruba ait
karaciger dokusunun histolojik incelenmesinde, mononiikleer
hiicre infiltrasyonun ayirt edilmedigi ve PAS ile yapilan
boyamada her {i¢ zondaki hepatositlerin glikojen iceriginin
kontrol grubuna benzedii tespit edildi. Yukardaki
goriigiimiizii destekler sekilde, Vatanabe ve ark. (28) alkolik ve
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