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hasar Uzerine omega-3 yag asitlerinin koruyucu etkisi
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OZET

Bu calismada, formaldehitin akciger dokusu Uzerine olan toksik etkileri ve bu toksik etkilere karsi omega-3 yad asitlerinir
koruyucu etkisi histolojik ve biyokimyasal olarak arastinidi. Bu amagla, 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek sican (¢ gruba
ayridi. Grup I'deki sicanlar kontrol olarak kullanildr. Grup li'deki sicaniara gan asir olarak formaldehit enjekte edildi.
Grup flif'deki sicaniara ise, formaldehit enjeksiyonu ile birlikte ganiuk olarak omega-3 yag asiti verildi. 14 gunitk deney
suresi sonunda batun sicanlar dekapitasyon yontemi ile 6ldurdidd. Hayvanlardan ahnan akciger doku érnekieri rutin
histolojik prosedurler uygulandiktan sonra isik mikroskobunda incelendi. Ayrica akciger doku Srneklerinde superoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), ksantin oksidaz (XO) ve malondialdehit (MDA] enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak
tayin edildi. Calismamizda, formaldehit uyquianan sicanlarda SOD, XO ve MDA ddzeylerinde kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlamii bir artisin oldugu tespit edildl. CAT dederlerinde ise, anlamii bir azalma gérildd. Bu grubun
istk mikroskopik incelemesinde, pulmoner interstisyumda kanama alaniar, hemaosiderin yGkid makrofajlar ve terminal
bronsiollerde epiteliyal dékilmelere rastlandi. Formaldehit maruziyeti ile birlikte omega-3 yad asiti verilen sicaniarda
ise. formaldehit maruziyetinin neden oldugu histolojik degisikliklerin azaldich tespit edildi. Aynica SOD, XO ve MDA
duzeylerinde bir azalma oiurken, CAT degerferinde bir artisin oldudu gordldd. Senuc olarak, sicaniarda formaldehit
maruziyeti sonucu akciger dokusunda oksidatif hasann olustugu ve bu hasann omega-3 yag asitleri uyqulamasi ile
onlendigi tespit edildl.
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SUMMARY

The protective effects of omega-3 fatty acids against of formaldehyde-{induced oxidative damage to lungs in rats.

In this study. the toxic effects of formaldehyde to lungs and protective effects of omega-3 fatty acids against these
toxic effects were investigated at histological and biochemical levels. For this purpose, 21 adult male Wistar rats were
divided into three groups. Rats in group | were used as control. Rats in group If were injected with formaldehyde
every other day. Rats in group Il 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 lung tissue specimens which were taken from the
rats were examined under light microscope after performing the routine histological procedures. The activities of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), xanthine oxidase (XO] and malondialdehyde [MDA) were determined in
the lung specimens by using spectrophotometric methods. In our study, in rats whom formaldehyde was given a sta-
tistically significant increase In the levels of SOD, XO and MDA was determined when compared to control group. A
significant decrease in the level of CAT was also detected. In the light micrescopic examination of this group, bleed-
ing areas in interstitium, hemosiderin loaded macrophages and ephitelial spiiths on terminal bronchiales was
observed. It was determined that the histological variances which caused by formaldehyde exposure were decreased
In rats whom received omega-3 fatty acids along with formeldehyde. In addition, a decrease in SOD, XO, MDA lev-
els and an increase of CAT levels were determined. As a result. it was determined that damage occured in fung tis-
sue of rats exposured to formaldehyde, and this darmage was prevented by the application of omega-3 fatty acids.
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Formaldehit (CH,0) renksiz, keskin kokulu, suda haline gecebilir. Kimyasal dzellikleri nedeniyle ¢ok

cok iyl cozlnen bir aldehittir. Kuvvetli elektrofilik yaygin olarak kullanilan, organizmanin dogal
Ozelligi nedeniyle oldukca reaktif bir maddedir ve yapisinda da yer alan kimyasal bir maddedir (1).
bulundugu her ortamdan oda sicakhginda gaz Formaldehit ([FA) vlcuda alindiktan sonra
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karacigerde ve eritrositlerde formaldehit dehidro-
genaz enzimi (FDH) katalizorlGgunde formik asite
metabolize olur. Vlcutta depo edilmeyen FA, ya
formik asite dénuserek idrar ve feces yoluyla ya da
karbondioksite okside olarak solunum yoluyla atilir
(2).

Formaldehit mukoz membranlar icin ylUksek dere-
cede irritan etki gostermektedir. Solunum sistemi
Uzerine toksik etkisi dUsuk konsantrasyonlarda bile
(0.5 ppm) ortaya cikmakta (3], 10-20 ppm kon-
santrasyonlan oksuruk, nefes darlgl, hinltl so-
lunum gibi akciger semptomlarina neden olmak-
ta, daha yUksek konsantrasyonlarda ise pulmoner
&dem, inflamasyon ve pnomoni gelismektedir (4-
6). Dogal ortamlarda maruz kalinan FA'In, erigkin-
lerde ve o&zellikle cocuklarda solunum  yolu
hastaliklariyla iliskili oldugu bulunmustur. Bu bul-
gulari olusturan spesifik mekanizmaiar henuz belir-
lenmemis olmasina ragmen,FAIN indirekt olarak
solunum epitelini etkileyerek inflamatuar reaksi-
yona neden oldugu bildirilmistir (7-9). Mesleki
maruziyetin akciger kanserinden olum oranini
artirdigg) da belirtilmistir (10, 11).

Dokozaheksanoik asit (DHA), eikozapentaenoik
asit (EPA) ve linolenik asit (ALA} omega-3 (n-3) yag
asitleri olarak bilinir ve balik yaginda bol miktarda
bulunur. DHA ve EPA uzun zincirli ¢okiu doy-
mamis yag asitleri (PUFA) Gyelerindendir (12, 13).
n-3 yag asitleri hacre membranmnin yapisina
katlan esansiyel yag asitleridir ve hacrenin normal
fonksiyonlarini surdurebilmesi icin gereklidir (14,
15). Hicre membraninin akiskanh@i ve fleksibilitesi
esansiyel yag asitlerinin membrandaki miktarina
bagldir. Eikasonoid metabolizmasi, gen ekspres-
yonu ve hiucre ici haberlesme Uzerinde etkili olan
omega-3 yag asitleri, ayrica hlcrenin enerji ihti-
yacini saglar ve vdcut isisinin korunmasina
yardimci olur {15). Balik n-3 yag asitlerinin antien-
flamatuar, antioksidan ozelliklerinin oldugu ve
ozellikle DHA'In akciger kanseri riskini azaltugi
tespit edilmistir (16-18). Yapilan calismalarda,
DHA'nin kardiyovaskller hastaliklar, hipertansiyon,
alierjik astma, romatoid artrit, glomerulonefrit gibi
hastaliklanin tedavisinde kullanilabilecegi bildiril-
mistir. Ayrica kolon ve meme kanserinde tedaviye
eklenebilecedi ifade edilmistir (18, 19).

Yapmis oldugumuz bu calismada ise, sistemik
olarak uygulanan FA'In akciger uzerine toksik etki-
leri ve bu toksik etkilere karsi n-3 yag asitlerinin
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koruyucu etkisi histolojik ve biyckimyasal metod-
larla arastunlai.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda 310-320 gr agiriginda toplam 21
adet Wistar-Albino cinsi erkek sican  kullanildi
Hayvanlar U¢ gruba ayrildi. Grup | (n=7) deki kont-
rol sicanlara gun asin olarak ve intraperitoneal (i.p)
yolla sadece serum fizyolojik enjekte edildi. Grup I
(n=7)'deki sicanlara ise, yine gun asirl olarak ve
serum fizyolojik ile 1/10 oraninda sulandirilmis 10
mg/kg dozundaki FA i.p olarak uyguland:. Grup Il
(n=7) deki sicanlara da gun asiri olarak uygulanan
FA'In yani sira, 400 mg/kg dozundaki n-3 yag asiti
(Marincap kapsul®) intragastrik gavaj yoluyla gun-
Uk olarak verildi. Ondort gunluk deney suresi
sonunda tm sicanlar, dekapitasyon yontemiyle
oldurdldu. Hayvanlardan alinan akciger doku
arneklerinin bir kismi % 107uk FA ile fikse edildi.
Normal histolojik takip serilerinden gecirilerek
parafine gédmuidl. Parafin bloklardan 5 mikron
kalinhginda kesitler alinarak Hematoksilen-eosin ile
boyand ve preparatlar Olympus BH-Z arastirma
mikroskobunda incelendi. Biyokimyasal
degerlendirmeler icin, hizla cikartilan akciger doku
ornekleri, 0.15 Mlik soguk (+4°C) potasyum Klorur
(KCl) ile yikandi ve kurutma kagidi ile kurutuldu.
Daha sonra dokular homojenizator ile (Ultra
Turrax Type T25-B, IKA Labortechnic, Germany)
0.15 M'itk KCI cozeltisi icinde 16000 rpm’de 3 daki-
ka homojenize edildi. Homojenizasyon bir buz
kabinin icerisinde gerceklestirildi. Homojenat
5000xg’de 1 saat (+4°C'de) santrifGjlenerek super-
natan elde edildi ve analiz zamanina kadar (1
hafta) —40°Cde bekletildi. Superoksit dismutaz
[SOD), katalaz [CAT), ksantin oksidaz (XO) enzim
aktiviteleri sGpernatanda ve malondialdehit (MDA)
seviyeleri homojenatta spektrofotometrik olarak
tayin edildi.

CAT Tayini: CAT aktivitesi Aebi metoduna gore
calisiidi (20). pH 9.7 glisin tamponunda bakir (Cu)
kapl kadmiyum grandilleri deproteinize numune
sUpernatanti ile 90 dakikalik Inkubasyona
birakilarak nitratin redUksiyonu saglandi. Uretilen
nitrit; sulfanilamid ve buna baglh N-naftiletilen
diamin [NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonu
olusan pembe rengin 545nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunmasi ile belirlendi.

SOD Tayini: SOD enzimi Sun ve arkadaslannin (21)
modifiye ettigi metotla tayin edildi. Bu metodun
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prensibi nitroblue tetrazolium'un (NBT) sUperoksit
Ureticisi  olan  ksantin-ksantinoksidaz = sistemi
tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir.
SOD aktivitesi unite/g doku proteini olarak ifade
edildi

XO Tayini: Doku XO aktivitesi Prajda ve Weberin
(22] metoduna gbre ksantinden olusan Urik asit
absorbansinin 293 nm dalga boyunda okun-
maslyla spektrofotometrik olarak tayin edildi. pH
7.5 ve 37°C'de olusan 1 mmol Urik asit bir Gnite
aktivite olarak belirlendi. Sonuclar Unite/gram pro-
tein (U/g protein) olarak ifade edildi.

MDA Tayini: Lipid peroksidasyon &lgim metodu
olan Esterbauer metodu uygulanarak yapildr (23).
Tiyobarbutirik asit ile 90-95 *C'de reaksiyona giren
MDA, pembe renkli kromojen olusturmaktadir.
Onbes dakika sonra hizla scgutulan numunelerin
absorbanslari 532 nm'de spektrofotometrik olarak
okundu.. Elde edilen degerler nmol/g protein
cinsinden belirtildi. :

istatistik Analizi: PC ortaminda “SPSS 9.05 for win-
dows” istatistik programi kullanildi. Gruplarin
dagiimlan Non-parametrik testlerden one-sample
Kolmogorov-Smirnov Test ile degerlendirildi.
Gruplarn karsilastirimasinda parametrik testlerden
one-way ANOVA testi ve Post Hoc testlerden LSD
kullanildi. Istatistiksel anlamlilik icin p<0.05 olan
degerler anlamlii kabul edildi.

BULGULAR

Spektrofotometrik olarak akciger dokusunda SOD, .

CAT, XO ve MDA enzim degerleri Olctldl. FA
uygulanan sicanlarda, oksidatif antioksidan enzim-
lerden olan CAT enzim degerlerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamii bir sekilde
dustugu (p=0.0001), SOD enzim seviyelerinin ise
artugr gorulda (p=0.007). Ayrica oksidatif hasari
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belirlemede Onemli bir parametre olarak alinan
MDA ve XO degerlerinin istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde artis gosterdigi tespit edildi (p=0.0001T).
FA maruziyeti ile birlikte n-3 yag asitleri verilen
sicanlarda ise, CAT enzim dlzeylerinde anlaml bir
artis, SOD degerlerinde ise anlamh bir azalma
gozlendi. Ayni grubun MDA ve XO miktarlarinin
ise, istatistiksel olarak anlamli [p=0.0001) bir
sekilde azaldigi tespit edildi (Tablo 1).

Calismamizin 1stk mikroskobik incelemelerinde
hematoksilen-ecsin ile boyanan kontrol grubuna
ait akciger doku kesitlerinin normal gorunumde
oldugu tespit edildi. Brons, bronsiol ve alveoller
normal yapida gozlendi (Sekil 1). Ondort gun
boyunca gun asir FA uygulanan sicanlarin akciger
dokulart incelendiginde, pulmoner interstisyumda
kanama alanlarn, hemosiderin yukiG makrofajlar,
intrabronsial kanamalar ayirt edildi. Ayrica terminal
bronsfollerde epitellyal dokulmelere ve makrofaj-
lara rastland (Sekil 2, 3, 4). FA maruziyeti ile birlik-
te n-3 yag asiti verilen sicanlarda ise, intrabronsial
kanama disinda doku yapisinin dlzeldigi ve kon-
trol grubuna benzedigi saptandi (Sekil 5).

Sekil 1. Kontrol grubuna ait akciger dokusunun gorundimu.
Terminal bronsiol {ok] normal yapida izlenmekte.
H.E. X240.

Tablo I Gruplara ait sdperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), ksantin oksidaz (XO] ve malondialdenic (MDA degerlerinin
karsilastrilmasi. n: denek sayisi, degerler ortalama = 55 seklinde verildi. * p<0.05 (Kontrol grubu ile karsilastirildiginda); =

p<0.05 (FA grubu ile karsilastinidiginda).

BIYOKIMYASAL Kontral FA FA + Omega-3
PARAMETRELER (n=7) (n=7) (n=7)
SOD (U/g) 1410.01 17620.02* 142+ 0.02**
CAT (K/g) 0.898+0.07 0.620+0.09* 0.854£0.13**
MDA (nmol/g) 1.320+ 0.24 4,577 + 0.29* 1.383 + 0.13**
XO [(U/g) 0.718+0.11 2.768+0.14% 0.732+ 0.10%*
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Sekil 2. FA uygulanan sicanlarda, pulmoner interstisyumda
hemosiderin pigmenti yukid makrofajlar (ok). H.E
X240

Sekil 4. FA'e maruz kalan sicaniarda, puimoner interstisyum-
da kanama alanian (vildiz] gozlenmekte. H.E. X120.

TARTISMA ve SONUC

FA'in santral sinir sistemi, gdz, deri, gastrointestinal
sistem, testis ve menstriel fonksiyonlar Uzerinde
toksik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (24-27). FA
nonenzimatik yolla protein, DNA, RNA ve doy-
mamis yag asitleri ile guglh bir sekilde birlesme
egilimindedir. Bu birlesme, allerjik reaksiyon, sito-
toksisite, genotoksisite, mutajenik ve kanserojenik
etkilerin gérulmesine neden olmaktadir (1, 2).

Solunum sistemi  FA'In dusuk konsantras-
yonlarindan bile etkilenmektedir (3). Insanlarin
¢ogunda ve hayvanlarda, akut olarak dusuk doz
FA solunmasindan sonra ust solunum yollarinda
inflamatuar hucre degisiklikleri gozlenmektedir.
FA 10-20 ppm seviyelerinde oksurtk, nefes darligi,
hirilull solunum gibi pulmoner etki-lere sebep
olmaktadir. YUksek konsantrasyonda ise larynxte
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Sekil 3. FA verilen sicaniarda, terminal bronsiol ldmeninde
epitelyal hiicre dékulmesi ve ndtroiil hicre infiltrasy-
onu (yidiz] ayrt edilmekte. H.E. X120..

Sekil 5. FA maruziyeti ile biflikte n-3 yad asiti verilen sicaniar-
da, intrabronsial kanama [vildiz] haricinde yapiarn
kontrol grubuna benzedigi gordimekte. H.E. X240

6dem ve spazm gorUlebilir. Pulmoner inflamas-
yon, 6dem ve pnoémoni ise 50-100 ppm
dozlarinda gelismektedir (4-6). Ayrica mesleki
olarak FA'e maruz kalan isciler arasinda akciger
kanserinden olum oraninin %30 daha fazla
oldugu bildiriimistir (4, 10, 11).

Organizmada normal fizyolojik sartlarda veya her-
hangi bir patolojik olay sonucunda olusan serbest
radikaller ile bunlarin koruyucusu olan antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengenin serbest
radikaller lehine kaymas! oksidatif stresi gosterir.
Canlilar oksidatif hasara karsl enzimatik ve nonen-
zimatik antioksidan sistem ve molekullerle
korunur. Hucre seviyesinde etkili olan enzimatik
antioksidan sistemler icerisinde CAT, SOD yer alir
(28). Teng ve arkadaslari (29) izole sican hepatosit-
lerinde yaptiklar deneysel calismada, FATIn dusuk
konsantrasyonlarinin bile oksidatif hasara yol
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acugini bildirmislerdir. Sarsiimaz ve arkadaslar
(30). solunum yoluyla uyguladiklan FA'In karaciger
dokusunda CAT aktivitesini azaitugini, SOD
aktivitesini ise arturdigini tespit etmislerdir. Benzer
sekilde biz de yapmis oldugumuz bu calismada,
FA'e maruz kalan sicanlarnin akciger dokusunda
CAT enzim duzeylerinin  azaidigini, SOD
aktivitesinin ise artugini tespit ettik. SOD, super-
oksit radikallerini hidrojen peroksite (H>O5) ve
molekuler oksijene cevirir. Caismamizda FA uygu-
lamasindan dolay akciger dokusunda sUperoksit
radikalleri artmis olabilir. Buna bagh olarak SOD
enziminin aktivitesinde de artis meydana gelir.
SOD enzim aktivitesinin artmaslyla da ortamda
H>O, miktan artacaktr. H,O,, CAT ve glutatyon
peroksit (GSH-Px) enzimleri tarafindan suya cevri-
lerek ortamdan uzaklastirilir. CAT enzim aktivitesin-
deki azalma ise, FA'In etkisiyie CAT enzim proteinin
yapisindaki  degigikliik  ya da sentezinin
azalmasindan dolay olabilir. Ayrica ortamda artan
H, O, fenton reaksiyonu ile guclt bir oksidan olan
hidroksil radikaline (OH) c¢evrilmis olabilir. Bu
radikal de membran lipidlerinden olan esansiyel
coklu doymamis yag asitlerinin  oksidasyonu
nedeniyle MDA duzeyinde artisa neden olmus ola-
bilir.

MDA lipid peroksidasyonu sonucu olusan artinler-
den biridir ve oksidatif hasan gostermede yaygin
olarak kullanilan bir parametredir (28). Kamal ve
arkadaglan (31) yaptiklan calismada silica ve
asbeste maruz kalan iscilerde MDA duzeyinin
anlaml bir sekilde artugirni bildirmisierdir. Yapmis
oldugumuz bu calismada da, FA'e maruz kalmis
akciger dokusundaki XC ve MDA aktivitelerinin
istatistiksel olarak anlamh bir sekilde artug
gorulda. MDA duzeyindeki bu artis, FA'In akciger
dokusunda lipid peroksidasyonuna ve dogal
olarak oksidatif hasara yol actgmni ortaya
koymustur.

Calismamizda, FA uygulanan sicanlarin akciger
dokusu isik mikroskobik olarak incelendiginde, pul-
moner interstisyumnda kanama alanlari ve hemo-
siderin yukla makrofajlarin gordlmesi, intrabronsial
kanamanin ve terminal bronsiollerde epitelyal
dokulmelerin meydana gelmesi FAIn akciger
dokusunda hasara yol actgini gostermektedir.
Jakab ve arkadaslari (32) ise, kemirgenler Uzerinde
yaptklan calismada solunum yoluyla uygulanan
FA'In akcigerlerin savunma sistemini bozarak
enfeksiyona zemin hazirladigini bildirmislerdir.

Siganiarda formaldehit uygulamasiyia akcigerde olusan hasar
Uzerine omega-3 yad asitlerinin koruyucu etkisi

DHA, EPA ve ALA n-3 yag asitleri olarak bilinir. n-3
yag asitleri balik yaginda bol miktarda bulunmak-
tadir (12). Stone ve arkadaslan (33] ile Miyasaka
arkadaslar (34] yaptiklan calismalarda, n-3 yag
asitlerinin antioksidan, antienflamatuar, antihiper-
tansif ozelliklere sahip oldugunu ve bu nedenle
organizma icin koruyucu ozellik gosterdigini ifade
etmislerdir. Ozellikle beyin, retina ve diger noral
dokularda yogun olarak bulunan ve hicre mem-
braninin yapisina katilan DHA, sinir sisteminin
gelisiminde onemii rol oynar. DHA, aksonal yvapiyi
koruyarak elektriksel uyarilann dldzgun olarak
iletilmesine de katkida bulunur (12, 14).

Biyomembranlar ve hicre ici organeller membran
fosfolipitlerindeki PUFA varligi nedeniyle oksidatif
ataklata duyarldir. PUFA hucresel fonksiyonun
yapiiabilmesi ve ozellikle hucre membrani, endo-
plazmik retikulum ve mitokondri  gibi hayati
organeller icin gereklidir. Ayrica diyete n-3 yag
asitlerinin eklenmesi, insanda akciger mukoepider-
moid CA ve diger kanser gelisimini onledigi bildiril-
migtir. Ancak n-3 yag asitlerinin, oksidatif strec
icine giren akciger dokusunda azalmaya yuz
tutmus PUFA yeri-ne gecmek suretlyle koruyucu
etkisini gosterdigi ileri strdimustar (17, 31, 35).

Cahsmamizda da, akciger dokusunda FA
maruzlyetine bagl olarak olusan hasarin n-3 yag
asitler! tarafindan onlendigini gosteren bulgular
tespit edildi. Yani, FA maruziyeti ile birlikte n-3 yag
asitleri verilen sicanlarda, MDA ve XO seviyelerinin
azaldigi, CAT ve SQOD enzim dUzeylerinin ise, kon-
trol grubu seviyesine geldigi bulundu. Ayrica bu
gruba ait akciger dokusunun histolojik incelen-
meésinde, intrabronsial kanama disinda doku
yapisinin dUzeldigi ve kontrol grubuna benzedigi
saptandi.

Sonuc olarak, FA maruziyetinin akciger dokusun-
da hasara yol actigy ve bu hasara karsi n-3 yag asit-
lerinin koruyucu etki gosterdigi tespit edildi.
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